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Abstract
Human gut microbiota is one of the most diverse and complex microbial commu-
nities in nature. Next generation sequencing technologies allowed us to have a wide
overview of intestinal microbiota diversity revealing a huge fraction of non-cultivable
bacteria. In spite of the potential of modern high-throughput sequencing methods,
metagenomics does not show the whole picture. Flow cytometry is a methodology
which permits to describe and/or sort fractions of complex microbial communities
basing on characters as DNA/RNA/protein contents as well as proper microbial ta-
xonomy. Flow cytometry and cell sorting coupled with 16S rDNA sequencing can
provide us a deeper level of knowledge about complex microbial communities as the
ones inhabiting human gut.
The objectives of the Thesis are:
1. To characterize population structures of over represented and under represen-
ted bacteria in human gut microbiota using 16S rRNA fluorescent probes and
flow cytometry to split the populations and 16S rDNA clone libraries to study
its composition.
2. To study the variation of cellular components (DNA and RNA) along Esche-
richia coli growth curves using a single cell based approach.
3. To identify and characterize the active fraction of human gut microbiota.
4. To study the relationships of human gut microbiota with immunological system
using flow cytometry to identify IgA-coated bacteria.
xi
Resumen
La microbiota gastrointestinal humana es una de las comunidades microbianas
ma´s diversa y compleja que se puede encontrar en la naturaleza. Las nuevas tec-
nolog´ıas de secuenciacio´n permiten obtener una amplia visio´n de la diversidad mi-
crobiana, lo que ha revelado una gran cantidad de bacterias no cultivables. A pesar
del potencial de estas tecnolog´ıas de alto rendimiento la metageno´mica no muestra
la imagen completa. La citometr´ıa de flujo es una metodolog´ıa que permite descri-
bir y/o separar fracciones de comunidades microbianas basa´ndose en caracter´ısticas
como el DNA, RNA o prote´ınas, as´ı como de la misma taxonomı´a microbiana. La
citometr´ıa de flujo y la separacio´n de ce´lulas junto con las secuenciacio´n del gen 16S
rDNA nos otorga una visio´n muy detallada de la compleja comunidad microbiana
que habita el intestino humano.
Los objetivos de la Tesis son:
1. Caracterizar la estructura poblacional de las bacterias sobre- e infra-representa-
das en la microbiota intestinal humana, utilizando sondas fluorescentes contra
el 16S rRNA, fraccionamiento por citometr´ıa de flujo y secuenciacio´n de geno-
tecas del 16S rDNA para estudiar su composicio´n.
2. Estudiar la variacio´n de componentes celulares (DNA y RNA) a lo largo de una
curva de crecimiento de Escherichia coli , utilizando una aproximacio´n basada
en ce´lulas individuales.
3. Identificar y caracterizar la fraccio´n activa de la microbiota intestinal humana.
4. Estudiar la relacio´n de la microbiota intestinal humana con el sistema inmune,
utilizando citometr´ıa de flujo para identificar las bacterias marcadas con IgA.
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Cap´ıtulo 1
Introduccio´n general
Las bacterias y arqueas son organismos unicelulares que se agrupan convencional-
mente como “procariotas” (sin nu´cleo), para diferenciarlos de los “eucariotas” (con
nu´cleo). Su taman˜o puede oscilar entre 0,2µm, como algunas especies del ge´nero
Mycobacterium, y 5µm; aunque existen excepciones como el enorme Epulopiscium
fishelsoni, que puede llegar a alcanzar los 700µm.
Poseen pared celular, compuesta principalmente por peptidoglicanos, tienen for-
mas de esfera (coco), bastoncillo (bacilo) o he´lice (espirilo) y generalmente se repro-
ducen por biparticio´n.
Anton van Leeuwenhoek observo´ a los procariotas por primera vez en 1683. Desde
entonces se han encontrado en un amplio rango de ambientes. Pueden ser aerobios
o anaerobios y son capaces de vivir en ambientes tan diferentes como el fondo del
mar (Zaballos et al., 2006), medios a´cidos volca´nicos (Wendt-Potthoff y Koschorreck,
2002), centrales nucleares (Rao, 2000) y habitaciones este´riles de la NASA1 (La Duc
et al., 2007). Esto ha llevado a los cient´ıficos a plantearse la discutida hipo´tesis
“Everything is everywhere, but, the environment selects” (Becking, 1934).
El nu´mero de procariotas en la tierra es de aproximadamente 5  1030 ce´lulas,
acumulando as´ı la mitad del carbono de los seres vivos (Whitman et al., 1998).
El rango estimado de especies bacterianas va desde 105 a 107 (Finlay y Maberly,
1997; Oren, 2004).
Los procariotas son metabo´licamente mucho ma´s diversos que los eucariotas y
1 National Aeronautics and Space Administration.
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Tabla 1.1: Simbiosis entre animales y microorganismos (Dethlefsen et al., 2007).
Tipo de simbiosis Sistema espec´ıfico (Hue´sped/especies simbiontes) Afiliacio´n filogene´tica del hue´sped Tejido colonizado
Monoespec´ıfico (1)* Euprymna scolopes(Sepia hawaiana)/Vibrio fischeri Cefalo´podo, molusco O´rgano luminiscente
Eisenia fetida(Lombriz de tierra)/Acidovorax spp. Oligoqueto, ane´lido Tejidos de excrecio´n
Steinernema spp./Xenorhabdus spp. y Nematodos entomopatoge´nicos Regio´n asociada a intestino
Heterorhabditis spp./Photorhabdus spp.
Consorcios simples (2-25)* Hirudo medicinalis (sanguijuela) Oligoqueto, ane´lido Intestino
Lymantria dispar(polilla) Insecto, artro´podo Intestino larval
Drosophila melanogaster(mosca de la fruta) Insecto, artro´podo Intestino
Hydra oligactis y Hydra vulgaris Hidrozoo, cnidario Indeterminado
Consorcios complejos (102-103)* Mus musculus(rato´n) Vertebrado, cordado Intestino
Danio rerio(pez cebra) Vertebrado, cordado Intestino
Microcerotermes spp. y Reticulitermes spp.(termita) Insecto, artro´podo Intestino Grueso
* Nu´mero de simbiontes bacterianos
por lo tanto juegan un papel importante en el ciclo de los elementos como el del
nitro´geno o el del carbono. Desde siglos, se emplean en la produccio´n de alimentos
y forman parte de muchos procesos industriales.
Los microorganismos pueden vivir en colonias compuestas por individuos de una
sola especie o formando comunidades2. Entre las especies que forman una comunidad
aparecen interacciones complejas. E´stas pueden ser de mutualismo, parasitismo o
comensalismo segu´n co´mo afecta a cada uno de los componentes de la interaccio´n.
Estas interacciones provocan que la comunidad posea propiedades no explicables por
la mera suma de las caracter´ısticas de sus componentes.
Figura 1.1: Euprymna scolopes.
http://www.guardian.co.uk/
Los microorganismos, o las comuni-
dades formadas por e´stos, pueden vi-
vir libres en el ambiente o en simbiosis
con animales o plantas. Pueden encon-
trarse algunos ejemplos en la Tabla 1.1.
En la Figura 1.1 se puede observar la
fluorescencia producida por una bacte-
ria (Vibrio fischeri) que vive en simbio-
sis con la sepia hawaiana Euprymna sco-
lopes.
2 Una comunidad es el conjunto de especies que coexisten en el mismo espacio y tiempo.
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1.1. La microbiota humana.
La microbiota humana es el conjunto de microorganismos que viven asociados al
ser humano (Figura 1.2). Esta´ formada principalmente por bacterias, aunque tam-
bie´n pueden encontrarse eucariotas (Ghannoum et al., 2010), arqueas (Eckburg et al.,
2003) y virus (Dinsdale et al., 2008). De hecho, eucariotas y arqueas, como compo-
nentes de la microbiota, pueden realizar funciones importantes relacionadas con la
salud de los individuos. As´ı, por ejemplo, se ha demostrado en heces de individuos
sanos que los hongos pueden alcanzar el millo´n de ce´lulas por gramo de muestra, lo
que representa el 0,00001 % del total (Musfeldt et al., 2008).
Figura 1.2: Ma´s que humanos.
Por su parte, las arqueas metano´genas re-
presentan el 12 % de los anaerobios presentes
en el colon distal, siendo la metanoge´nesis
importante para prevenir la acumulacio´n de
a´cidos y otros productos finales del metabo-
lismo (Dridi et al., 2011).
Finalmente, la fraccio´n viral, aunque me-
nos estudiada, puede ser de utilidad para
ayudar a regular la composicio´n de la comu-
nidad evitando la dominancia de una sola
especie (Rodriguez-Valera et al., 2009).
En esta tesis nos hemos centrado en el estudio, a diferentes niveles, de la fraccio´n
bacteriana de la microbiota gastrointestinal humana. Sin embargo en la introduccio´n
hemos revisado la informacio´n disponible sobre la microbiota humana en general,
debido a que puede aportar informacio´n u´til para comprender el funcionamiento de
la microbiota gastrointestinal. De hecho, las divisiones entre nichos dentro de los
humanos no son estancas y debe haber influencia entre las diferentes microbiotas, de
manera que unas pueden determinar la composicio´n de otras.
La microbiota humana, formada aproximadamente por 100 billones3 de bacterias,
supera en 10 veces el nu´mero de ce´lulas de nuestro cuerpo (Savage, 1977). El con-
junto de los genomas de la microbiota humana o microbioma, tambie´n sobrepasan
con mucho al genoma humano. Su nu´mero de genes es un orden de magnitud supe-
3 Un billo´n = 1012.
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rior. Nuestro genoma, en su u´ltima anotacio´n, cuenta con unos 23.000 genes u´nicos4
(Collins et al., 2004), mientras que el microbioma posee al menos varios cientos de
miles (Yang et al., 2009).
Las informaciones codificadas en el microbioma humano permiten realizar una
gran cantidad de funciones, muchas de ellas beneficiosas para el hospedador. Ya que
el microbioma no esta´ directamente relacionado con el genoma humano tiene ma´s
capacidades para adaptarse a las condiciones ambientales variando la composicio´n
de la comunidad o incluso adquiriendo nuevas funciones (genes) desde el exterior
(Hehemann et al., 2010).
Esta “plasticidad” puede ser explotada manipulando la microbiota, mediante el
uso de prebio´ticos5 o probio´ticos6, con el objetivo de producir efectos beneficiosos
para el organismo humano (Reid et al., 2011). Puede modificarse la composicio´n de
la microbiota para que e´sta sea menos susceptible a la enfermedad, sea capaz de
desplazar a los pato´genos o evitar que sea colonizada por e´stos.
La microbiota interviene en gran cantidad de procesos que afectan a la salud del
hospedador. Por lo que conocer su funcionamiento puede ser de utilidad para paliar
y/o evitar ciertas enfermedades. Es por ello que los esfuerzos hacia el estudio de
la microbiota humana van en aumento (Prakash et al., 2011). Uno de los mayores
beneficios que la microbiota aporta al hombre consiste en su participacio´n activa
en el desarrollo precoz de la respuesta inmunolo´gica, como ha sido demostrado en
modelos animales axe´nicos7. Estos animales presentan un pobre desarrollo de los
diversos componentes de su sistema inmune (Cebra, 1999). Entre otras funciones
la microbiota ayuda a evitar la colonizacio´n de la piel (Cogen y Nizet, 2008) o
las mucosas (Stecher y Hardt, 2008) por bacterias que pueden ser pato´genas. Para
iniciar la infeccio´n una bacteria debe, en general, comenzar por colonizar los epitelios.
All´ı compite con los integrantes de la microbiota por factores tales como receptores
celulares y nutrientes.
4 En nu´mero no difiere mucho del genoma de Caenorhabditis elegans que cuenta con alrededor
de 17.000 genes u´nicos (Wei et al., 2005).
5 Los prebio´ticos son alimentos que poseen sustancias que estimulan el crecimiento de microor-
ganismos beneficiosos en la microbiota intestinal humana.
6 Los probio´ticos son alimentos que poseen microorganismos beneficiosos en la microbiota intes-
tinal humana.
7 Los animales axe´nicos son aquellos nacidos y criados en condiciones de esterilidad.
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Los microorganismos han sido determinantes en la evolucio´n del hombre (Fraune
y Bosch, 2010) y son fundamentales para el desarrollo y mantenimiento de su salud.
Ya en los an˜os 70 Savage, con menos informacio´n y con te´cnicas mucho menos sofis-
ticadas de las que disponemos en la actualidad, consideraba a los microorganismos
como parte de nuestro cuerpo (Savage, 1977). Esta idea se ha retomado ma´s recien-
temente definiendo al conjunto de nuestra microbiota ma´s nuestras propias ce´lulas
como a un solo superorganismo (Sleator, 2010). La interaccio´n entre microbiota y hu-
mano es muy estrecha. Mayoritariamente, la relacio´n de cada microorganismo con el
ser humano se puede considerar comensal8 pero la microbiota en su conjunto aporta
beneficios al hombre as´ı como los recibe, resultando ser, pues, una relacio´n mutualis-
ta (Ba¨ckhed et al., 2005). De hecho, simplemente observando el nu´mero de sistemas
funcionalmente inmaduros que tiene un animal axe´nico, nos podemos hacer una idea
de la contribucio´n de los microorganismos a la salud de su portador (Smith et al.,
2007).
Para an˜adir ma´s complejidad al estudio de la microbiota humana (Figura 1.3),
se ha visto que su composicio´n, en te´rmino de diversidad, es muy variable entre in-
dividuos, en cualquier regio´n del cuerpo y relativamente estable dentro del individuo
(Costello et al., 2009). Esta variabilidad en parte es debida a que constantemente
estamos en contacto con infinidad de microorganismos presentes en el ambiente o
en los alimentos que ingerimos. Por ello es conveniente diferenciar entre microbio-
ta residente9 y microbiota transitoria10. La microbiota residente es la caracter´ıstica
de cada regio´n del organismo y esta´ constituida por microorganismos que siempre
esta´n presentes en ese sector. Por ejemplo: Staphylococcus epidermidis en la piel o
Escherichia coli en el intestino. En cambio la microbiota transitoria es variable de
un ser humano a otro y esta´ compuesta por microorganismos que colonizan de forma
intermitente un determinada regio´n.
La microbiota humana difiere en cantidades y proporciones de microorganismos
segu´n la regio´n del cuerpo, como se puede observar en la Figura 1.3. Antes de entrar
a describir las caracter´ısticas de la microbiota intestinal veremos un breve resumen
8 En pocos casos se ha demostrado que una sola especie bacteriana actu´a como mutualista
(Ba¨ckhed et al., 2005).
9 La microbiota residente es la compuesta por las bacterias auto´ctonas.
10 La microbiota transitoria es la compuesta por bacterias alo´ctonas.
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de las microbiotas que habitan otras regiones del cuerpo humano.
Figura 1.3: Distribucio´n de la microbiota humana segu´n distintas regiones del cuerpo (Costello
et al., 2009).
1.1. La microbiota humana. 7
1.1.1. Nichos en el ecosistema humano.
La piel.
La piel del ser humano es un extenso o´rgano cuya principal funcio´n es actuar como
barrera f´ısica. Protege nuestro cuerpo del ataque de pato´genos impidiendo la entrada
de bacterias al cuerpo y dificultando el crecimiento de e´stas sobre su superficie. A
su vez, regula el intercambio de sustancias qu´ımicas con el exterior, interviene en la
regulacio´n te´rmica y actu´a como filtro de los rayos ultravioleta.
El estrato co´rneo de la piel es r´ıgido, seco, posee lisozima, defensinas y un pH de
5 (Harder et al., 1997). En este o´rgano la temperatura es algo inferior a 37C y por
lo tanto no es o´ptima para el crecimiento de la mayor´ıa de los pato´genos humanos.
Adema´s, el recambio de las ce´lulas epiteliales muertas elimina las bacterias adheridas
(Chiller et al., 2001).
A pesar de todas estas dificultades la piel es colonizada por diversos microor-
ganismos de forma ra´pida despue´s del nacimiento. En condiciones normales alberga
una poblacio´n bacteriana de 1012 ce´lulas repartidas en cientos de especies (Nelson,
2011).
La composicio´n de la microbiota de la piel, tanto en sus aspectos cualitativos
como cuantitativos, esta´ influida por factores tales como el clima, las condiciones
de higiene, la edad del hospedador, el sexo, etc. Adema´s, la abundancia de pliegues,
invaginaciones y caracter´ısticas f´ısico-qu´ımicas, determinan la existencia de una mul-
titud de nichos especializados (Chiller et al., 2001). Como se puede observar en la
Figura 1.4, adema´s de las diferencias entre nichos, en la piel predominan las bacterias
gram positivas como Staphylococcus y Propionibacterium spp. (Grice y Segre, 2011).
La microbiota basal se compone en general de miembros del phylum Actinobacteria
como, por ejemplo Corynebacterium sp. y Propionibacterium sp. o del phylum Fir-
micutes como Staphylococcus epidermidis o Streptococcus sp. o Proteobacterias como
Acinetobacter sp. (Gao et al., 2007). La microbiota transitoria esta´ formada por S.
aureus y menor cantidad de bacilos gram negativos (enterobacterias o especies del
ge´nero Acinetobacter) en regiones como axilas, ingles y perineo.
Muchas infecciones como foliculitis o forunculosis tienen origen a nivel de fol´ıculos
pilosos o gla´ndulas. Adema´s la microbiota cuta´nea puede ser responsable de infeccio-
nes cuando la piel presenta soluciones de continuidad. En cualquier caso la mayor´ıa
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Figura 1.4: Variacio´n interpersonal del microbioma de la piel. La distribucio´n microbiana de 4
sitios de 4 voluntarios sanos (HV1, HV2, HV3 y HV4) ha sido obtenida de la fosa cubital (interior del
codo; parte a); la espalda (parte b); las narinas (parte c); y la planta del pie (parte d). La variacio´n
de la microbiota de la piel es ma´s dependiente de sitio que de individuo. Las barras representan
la abundancia relativa de los taxones, determinado mediante secuenciacio´n del 16S rDNA (Grice y
Segre, 2011).
de los microorganismos de la microbiota de la piel no son perjudiciales, e incluso pue-
den ser beneficiosos, ocupando nichos y compitiendo con los pato´genos y educando
a nuestro sistema inmune.
Como ocurre en el intestino, las complejas relaciones de los microorganismos con
el hue´sped o con otros microorganismos pueden determinar que algunas bacterias,
que en ocasiones son causantes de enfermedades, acaben protegiendo al hospedador
de la invasio´n de pato´genos (Cogen y Nizet, 2008). Un ejemplo es el caso de Staphy-
lococcus epidermidis que actu´a impidiendo la colonizacio´n de Staphylococcus aureus
(Lina et al., 2003), pero tambie´n parece estar involucrado en infecciones asociadas
con el uso de cate´teres intravenosos (O’Grady et al., 2002).
Otro ejemplo de proteccio´n mediado por la microbiota de la piel esta´ representado
por la Actinobacteria Propionibacterium acnes, un bacilo gram positivo anaerobio,
que se encuentra colonizando gla´ndulas seba´ceas. Esta bacteria posee lipasas que
degradan los l´ıpidos secretados por esas gla´ndulas. Los metabolitos resultantes son
principalmente a´cidos grasos insaturados que tienen actividad antimicrobiana pro-
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porcionando as´ı un mecanismo de defensa (Cogen y Nizet, 2008).
La conjuntiva.
La conjuntiva es una membrana mucosa y transparente que cubre el ojo. Las
gla´ndulas lagrimales mantienen la conjuntiva hu´meda, mientras que el parpadeo in-
termitente la lubrica y la limpia de materiales extran˜os (Armstrong, 2000). Las la´gri-
mas contienen defensinas, inmunoglobulinas A y G secretoras (IgA y IgG), mole´culas
del complemento, lactoferrina, lisozima, β-lisinas, etc., que atacan o disminuyen la
adherencia de bacterias evitando as´ı la colonizacio´n de la superficie del ojo (Haynes
et al., 1999; Seal et al., 1986).
Una bacteria que t´ıpicamente coloniza la mucosa es el Staphylococcus Coagulasa-
Negativo (“coagulase-negative staphylococci” o CNS) (McCulley y Shine, 2003). Pero,
al igual que ocurre en otros ecosistemas, con las nuevas tecnolog´ıas de secuenciacio´n
masiva se esta´n descubriendo muchos ma´s. Por ejemplo, en un art´ıculo reciente de
Dong et al. (2011) donde se explora la diversidad de esta microbiota mediante se-
cuenciacio´n del gen ribosomal 16S, encontraron que, en cada individuo estudiado,
aparec´ıan unos 200 filotipos diferentes. E´stos pertenec´ıan a 59 ge´neros distribui-
dos entre 5 phyla y un 31 % de las secuencias eran de bacterias desconocidas. Do-
ce de estos ge´neros aparec´ıan en todos los individuos estudiados: Pseudomonas*,
Propionibacterium*, Bradyrhizobium, Corynebacterium*, Acinetobacter, Brevundi-
monas, Staphylococcus*, Aquabacterium, Sphingomonas, Streptococcus*, Streptophy-
ta y Methylobacterium11.
Algunos pato´genos como por ejemplo Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia tra-
chomatis, son capaces de infectar la conjuntiva, usando mecanismos espec´ıficos para
ello. Los recie´n nacidos son particularmente propensos a la infeccio´n por bacterias
habiendo estado en estricto contacto con la microbiota vaginal de la madre. En la
queratoconjuntivitis seca, o s´ındrome del ojo seco, se detecta ma´s cantidad de bac-
terias que en individuos sanos (Graham et al., 2007).
Mediante secuenciacio´n tambie´n se han detectado en individuos sanos bacterias
como Rhodococcus erythropolis, Klebsiella sp. y Erwinia sp. t´ıpicamente asociadas
11 * Ge´neros que aparecen tambie´n en otros estudios (Ferna´ndez-Rubio et al., 2010; Graham
et al., 2007).
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a enfermedades como endoftalmitis y queratitis (Graham et al., 2007). Esto indica
que la sola presencia de estas bacterias no desencadena la enfermedad cuyo origen
podr´ıa encontrarse en una disbiosis.
La leche materna.
La leche materna es la primera fuente de alimentacio´n de los recie´n nacidos antes
de que sean capaces de comer y digerir otros alimentos y aporta beneficios a la salud,
como una reduccio´n del riesgo de contraer infecciones y proteccio´n frente a la diarrea
o enfermedades respiratorias. Se ha visto, por ejemplo, que nin˜os alimentados con
leche materna tienen un menor riesgo de padecer obesidad o del s´ındrome de muerte
su´bita del lactante; incluso se asocia a un aumento en la inteligencia (Anderson et al.,
1999), aunque hay trabajos posteriores que lo han desmentido (Der et al., 2006).
En los u´ltimos an˜os se esta´ confirmando la hipo´tesis de que este fluido no es
este´ril como se cre´ıa (Mart´ın et al., 2007) sino que ma´s bien se encuentra poblado
por bacterias que pueden llegar al intestino del recie´n nacido (Gueimonde et al.,
2007).
Entre los ge´neros ma´s representados se encuentran Streptococcus y Staphylococcus,
tambie´n se han detectado Serratia y Propionibacterium, y comunes aunque en me-
nor proporcio´n, Lactobacillus y Bifidobacterium (Collado et al., 2009; Mart´ın et al.,
2007).
En el trabajo de Hunt et al. (2011), donde se analizaron mediante metageno´mica
16 individuos, se observo´ que 9 OTUs12 que representaban el 50 % de la microbiota
de la leche materna estaban presentes en todas las muestras (Tabla 1.2). El origen de
esta microbiota es desconocido, pero una de las posibles fuentes de colonizacio´n es el
reflujo de la boca del bebe´ a la gla´ndula mamaria de la madre (Ramsay et al., 2004).
Aunque tambie´n la de la piel podr´ıa ser el origen de e´sta. El estudio de Pe´rez et al.
(2007) sugiere que incluso parte de la microbiota podr´ıa tener origen en el intestino
de la madre. Esta microbiota viajar´ıa a trave´s de la sangre transportada por ce´lulas
mononucleares del sistema inmune. En la pa´gina 23 se habla con mayor detalle del
origen de la microbiota intestinal.
Los esfuerzos para entender el porque´ de los beneficios de la leche materna se ha
12 Operative Taxonomic Units.
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Tabla 1.2: Ge´neros asignados a los 9 OTUs identificados en todas las muestras (n=47)
y su abundancia relativa ( %) (Hunt et al., 2011).
Ge´nero Abundancia relativa ( %)
Staphylococcus 15,8
Streptococcus 8,2
Serratia 7,6
Pseudomonas 4,5
Corynebacterium 3,8
Ralstonia 3,7
Propionibacterium 3,6
Sphingomonas 2,4
Bradyrhizobiaceae 1,9
Suma de los OTUs del “core” 51,5
dirigido histo´ricamente a sus nutrientes, como a´cidos grasos, vitaminas y minerales.
Trabajos recientes han evidenciado que las comunidades bacterianas pueden ser el
origen de los beneficios13 de este alimento contribuyendo, entre otros, al manteni-
miento de la salud de la gla´ndula mamaria y a la del bebe´. Se ha lanzado la hipo´tesis,
que en los recie´n nacidos, las bacterias aportadas por la leche materna pueden afectar
a la colonizacio´n bacteriana del intestino contribuyendo a la futura estructura de la
microbiota.
El Tracto Respiratorio.
El tracto respiratorio es el aparato encargado del intercambio de gases con el
ambiente. Pasivamente, mediante difusio´n, enriquece la sangre en ox´ıgeno y elimina
el dio´xido de carbono al exterior.
El aparato respiratorio esta´ dividido en dos sectores anato´micos: alto y bajo. En
el sujeto sano solamente el a´rbol respiratorio alto (fosas nasales y faringe) presen-
ta microorganismos, mientras que los senos nasales, el o´ıdo medio, la tra´quea, los
bronquios pulmonares y la pleura son este´riles (Flanagan et al., 2007). A nivel de
las fosas nasales la estructura anato´mica tortuosa hace que la corriente de aire sea
13 A corto y largo plazo.
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turbulenta. Al chocar contra las mucosas el aire se calienta y las part´ıculas grandes
son retenidas por el mucus y los pelos de las narinas. En sectores ma´s distantes,
las bacterias que ingresan por esta v´ıa entran en contacto con el sistema inmune
(Diamond et al., 2000).
El sistema mucociliar, la capa de mucus y los reflejos como la tos, el estornudo
o la broncoconstriccio´n son otros mecanismos de defensa importantes que actu´an
eliminando f´ısicamente bacterias y part´ıculas envia´ndolas otra vez hacia el exterior
o desvia´ndolas al sistema digestivo para que sean digeridas (Chaudhuri et al., 2005).
El sistema inmune tambie´n interviene en la proteccio´n da las infecciones bacterianas.
De hecho, la mucosa del epitelio respiratorio es rica en IgA, mientras que a nivel pul-
monar los macro´fagos alveolares se encargan de la proteccio´n fagocitando bacterias
y otras part´ıculas (Gerritsen, 2000).
En las fosas nasales se encuentran bacterias de tipo cuta´neo: Staphylococcus
epidermidis, Propionibacterium sp. y Corynebacterium sp. (Grice y Segre, 2011).
A nivel de la faringe la flora esta´ compuesta principalmente por especies de Strepto-
coccus, Staphylococcus y Neisseria (Cazzolla et al., 2006).
Varios estudios han demostrado que en condiciones normales no existen bacterias
ma´s alla´ de la glotis (Cabello et al., 1997). En el caso de infecciones pulmonares la
microbiota orofar´ıngea puede verse implicada (Flanagan et al., 2007). En general,
eso ocurre en pacientes que tienen alterados sus reflejos defensivos. Por ejemplo, el
tabaquismo puede disminuir la capacidad de los macro´fagos alveolares para fagocitar
microorganismos que, junto con la depresio´n de la funcio´n ciliar, puede manifestarse
en una bajada en la resistencia neta a la infeccio´n (Harris et al., 1970).
La colonizacio´n temprana por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
o Moraxella catarrhalis aumenta las posibilidades de adquirir sibilancias14 o incluso
asma durante la infancia (Bisgaard et al., 2007). Como se puede ver en la Figura 1.5
de Wu y Chu (2009) hay ma´s factores que juegan un papel importante en la induc-
cio´n y mantenimiento del asma. Es destacable que ciertos tipos de microorganismos
pueden aumentar los s´ıntomas y otros pueden ser beneficiosos.
14 Las sibilancias corresponden a un sonido silbante y chillo´n durante la respiracio´n que ocurre
cuando el aire fluye a trave´s de las v´ıas respiratorias estrechas (Szefler, 2010).
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Figura 1.5: Interacciones de factores gene´ticos y ambientales que juegan un papel importante
en la induccio´n y mantenimiento del asma. ADAM33: A disintegrin and metalloprotease 33; CpG
DNA: Cytosine-phosphate-guanosine DNA; IL-4Rα: IL 4 receptor-α; RSV: Respiratory syncytial
virus; RV: Rhinovirus; TLR: Toll-like receptor (Adaptado de Wu y Chu (2009)).
La vagina.
La vagina es un canal muscular ela´stico que va desde el cervix hasta la vulva.
Forma parte de los genitales femeninos y proporciona el canal del parto natural. La
microbiota normal vaginal fue una de las primeras en ser reconocida en 1892 por
Do¨derlein (Kulp y Rettger, 1924), gineco´logo de Leipzig (Alemania), quien describio´
el patro´n normal que se observa en la mujer adulta.
En la nin˜ez predominan microorganismos de origen cuta´neo y perineal como S.
epidermidis y Propionibacterium spp. y pueden aislarse levaduras, enterobacterias
y algunos bacilos gram negativos anaerobios aunque en escaso nu´mero (Hill et al.,
1995).
En la mujer adulta predominan distintas especies de Lactobacillus, aunque nunca
se encuentra una poblacio´n clonal sino ma´s bien una mezcla de cepas y espe´cies. En
bajo nu´mero se pueden encontrar otras bacterias de los ge´neros Corynebacterium,
Pseudomonas o Anaerococcus (Hyman et al., 2005). Si bien e´sta es la distribucio´n
“cla´sica”, en estudios con mayor nu´mero de muestras se ha comprobado que la micro-
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biota del 30 % de las mujeres sanas puede ser dominada por especies de Gardnerella,
Atopobium, Prevotella, Pseudomonas o Streptococcus (Kim et al., 2009).
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Figura 1.6: Representacio´n de la estructura de
la microbiota vaginal de diferentes mujeres (filas)
en diferentes fases del ciclo menstrual (columnas)
determinado por genotecas de 16S rRNA (Wertz
et al., 2008).
La composicio´n de la microbiota
depende del contenido de estro´genos
(Wertz et al., 2008). Es por ello que el ci-
clo menstrual afecta a la microbiota va-
ginal (Figura 1.6).
El est´ımulo hormonal determina la
proliferacio´n de las ce´lulas epiteliales que
aumentan su contenido de gluco´geno.
E´ste es utilizado por Lactobacillus spp.,
siendo el a´cido la´ctico el producto final
del metabolismo que ocasiona un des-
censo importante del pH. La acidez re-
sultante inhibe el crecimiento de muchas
bacterias (Boskey, 2001). Algunas cepas
de Lactobacillus spp. producen pero´xi-
do de hidro´geno que ayuda a eliminar
pato´genos asociados a vaginosis bacte-
riana, ente´ricos y uropatoge´nicos (Atas-
si y Servin, 2010). Otros mecanismos de
defensa son la coagregacio´n y las sen˜ales
entre bacterias (Reid et al., 2009).
Durante la gestacio´n, a medida que
el embarazo progresa, aumenta la den-
sidad de Lactobacillus y disminuyen los
bacilos gram negativos anaerobios y fa-
cultativos, el resultado es un mecanismo que reduce el riesgo de bacteremia grave
durante el parto y el postparto. Tambie´n puede aumentar la cantidad de levaduras
que, eventualmente, pueden ser problema´ticas (Herna´ndez-Rodr´ıguez et al., 2011).
La presencia de Streptococcus agalactiae que puede encontrarse en mujeres sanas
implica un riesgo para el recie´n nacido (Apgar et al., 2005).
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En la mujer postmenopa´usica, al cesar el est´ımulo hormonal, la microbiota retorna
al patro´n de la infancia (Hillier y Lau, 1997).
Como hemos visto una de las funciones ma´s importante de la microbiota vaginal es
proteger frente a infecciones vaginales, especialmente durante el embarazo. Adema´s,
como se explica en la pa´gina 23, esta microbiota afecta a la composicio´n final de la
microbiota intestinal del bebe´.
El aparato urinario.
El aparato urinario es el encargado de excretar el nitro´geno mediante la pro-
duccio´n de urea. Salvo la uretra anterior, e´ste o bien es este´ril o la cantidad de
microorganismos presentes es muy baja (Dong et al., 2011). El flujo de la orina con-
tribuye a mantener la v´ıa urinaria libre de bacterias, debido al arrastre, al pH a´cido
y a su elevada osmolaridad (Chambers y Kunin, 1985). El sector anterior de la uretra
se coloniza con bacterias que provienen de la piel, el colon, la vagina y/o el surco
coronal del pene (Nelson et al., 2010). Esas bacterias son eliminadas al comenzar la
miccio´n. Existe una mayor incidencia de infeccio´n urinaria en la mujer debido a la
menor longitud de la uretra as´ı como a la proximidad del ano (Krieger, 2002).
Las bacterias ma´s comunes en hombres sanos son Lactobacillus iners, Corynebac-
terium sp. y Streptococcus anginosus (Nelson et al., 2010). La variabilidad interindi-
viduo se puede observar en la Figura 1.7.
Las infecciones del aparato urinario esta´n causadas en general por bacterias que
colonizan primero las zonas ma´s exteriores y que por v´ıa ascendente llegan a la
vejiga o hasta el rin˜o´n. Las causas que favorecen estas infecciones, son todas las que
conllevan alteraciones de los mecanismos de defensa: obstruccio´n a la circulacio´n de
la orina (ca´lculos, hipertrofia prosta´tica), malformaciones de la v´ıa excretora, sondas
vesicales, etc (Krieger, 2002).
En mujeres los Lactobacillus evitan la entrada a la vejiga de pato´genos (Boskey,
2001). Incluso se han suministrado como probio´ticos la cepa GR-1 de Lactobacillus
rhamnosus y las B-54 y RC-14 de la especie Lactobacillus reuteri (Reid y Bruce,
2006). Algunos de los mecanismos de accio´n de estos microorganismos son: pro-
duccio´n de bacteriocinas, regulacio´n de la respuesta inflamatoria mediante IL-10,
aumento de la respuesta inmunitaria del hue´sped, estimulacio´n de la produccio´n de
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Figura 1.7: Variabilidad de clones del 16S rRNA de orina de diferentes voluntarios. 4.386 secuen-
cias clasificadas a nivel de phyla usando el RDP Classifier al 90 % de confianza. Los sujetos esta´n
indicados bajo las barras en el eje X y los porcentajes de clones que corresponden a cada phyla
esta´ indicada en el eje Y. La condicio´n de STI de los sujetos esta indicada bajo el eje X (Nelson
et al., 2010).
mucina, inhibicio´n de la expresio´n de factores de virulencia de Staphylococcus o dis-
minucio´n de la adherencia de Escherichia coli mediante surfactantes (Reid y Bruce,
2006).
Las personas afectadas por enfermedades de transmisio´n sexual tienen la micro-
biota de la orina alterada y es similar a la microbiota vaginal de mujeres que sufren
vaginosis bacteriana15 (Nelson et al., 2010).
La boca.
La boca o cavidad oral es el inicio del canal alimentario. Es donde se realiza el
primer procesamiento del alimento.
Existen diversos nichos dentro de la cavidad oral como por ejemplo los dientes, la
lengua, la mucosa yugal o el surco periodontal. La microbiota de cada uno de estos
nichos es ligeramente diferente.
15 Esta microbiota esta´ dominada por bacterias anaero´bicas como Sneathia, Gemella, Aerococcus,
Anaerococcus, Prevotella y Veillonella.
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Tabla 1.3: Ge´neros cultivables ma´s abundantes de la
microbiota oral (Avila et al., 2009).
Streptococcus Treponema Capnocytophaga
Veillonella Neisseria Eikenella
Fusobacterium Haemophilus Leptotrichia
Porphyromonas Eubacteria Peptostreptococcus
Prevotella Lactobacterium Propionibacterium
La diversidad de la micro-
biota oral es grande; en ella
se pueden encontrar cientos de
especies (Tabla 1.3) entre los
que predominan Streptococcus
α hemol´ıticos. S. mutans y S.
sanguis se hallan a nivel de la
placa dentaria, S. mitis se adhiere tanto a los dientes como a las mucosas y S. saliva-
rius predomina en la mucosa lingual. Entre las bacterias anaerobias gram positivas
pueden hallarse especies del ge´nero Actinomyces en la placa dental, y en menor
cantidad algunas especies de Lactobacillus. La mayor´ıa de los gram negativos son
anaerobios como Bacteroides melaninogenicus y especies del ge´nero Fusobacterium.
Tambie´n pueden encontrarse espiroquetas del ge´nero Treponema. Los cocos gram
positivos anaerobios pertenecen a los ge´neros Peptococcus, Peptostreptococcus y Ru-
minococcus, entre otros. Pueden, adema´s, aislarse especies del ge´nero Mycoplasma y
levaduras del ge´nero Candida.
Los dientes presentan superficies de adherencia que no se renuevan de forma
perio´dica, como lo hacen los epitelios. Esto provoca que la colonizacio´n pueda ser
ma´s estable. Las bacterias se adhieren a la superficie dental mediante un biofilm
compuesto por diferentes pol´ımeros (dextranos y levanos) de origen bacteriano. La
formacio´n de biofilms, sobretodo en el diente, es esencial para colonizar la boca. Es
por ello que bacterias como Fusobacterium nucleatum juegan un papel importante
en esta comunidad, ya que posee en la membrana adhesinas que le permiten unirse
a otras bacterias, al tejido del hue´sped o incluso a IgA (Edwards et al., 2007). Los
Streptococci, que como hemos visto son muy abundantes en la boca, tambie´n poseen
un nu´mero muy elevado de mecanismos de adhesio´n (Nobbs et al., 2009).
La microbiota de la cavidad oral esta´ involucrada en la patogenia de enfermedades
como la caries y periodontitis (Avila et al., 2009).
En el desarrollo de la caries dental intervienen factores como el pH a´cido resul-
tante de la descomposicio´n de hidratos de carbono de la dieta (Marsh, 2006) y las
bacterias (Marsh, 2010). En el estudio de Belda-Ferre y colaboradores, basado en me-
tageno´mica, se demuestra que la composicio´n de la microbiota oral esta´ relacionada
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con la susceptibilidad a sufrir caries (Belda-Ferre et al., 2011) (Figura 1.8).
Figura 1.8: Ana´lisis de correspondencia de la diversidad bacteriana en muestras orales basadas
en lecturas de 16S rRNA extra´ıdas de metagenomas.
La periodontitis resulta de la agresio´n de la microbiota normal a los tejidos de
soste´n del diente. Puede ocasionarse por un aumento en la complejidad y volumen de
los biofilms localizados en la enc´ıa. La microbiota de la boca tambie´n causa procesos
como abscesos periodontales y de cuello, entre otras enfermedades (Avila et al.,
2009).
Tambie´n puede jugar un papel importante en la carcinoge´nesis de la boca a
trave´s de los Streptococci. Estas bacterias producen pero´xido de hidro´geno, el cual
es cancer´ıgeno. Las gla´ndulas salivares secretan una peroxidasa que lo elimina, pero
esta enzima es inhibida por el humo del tabaco (Rudney et al., 2010).
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1.1.2. Microbiota gastrointestinal.
El sistema digestivo desempen˜a un papel esencial en la provisio´n de nutrientes
mediante la digestio´n y absorcio´n de alimentos, a la vez que elimina los productos
to´xicos de la digestio´n y los materiales no digeribles. Estructuralmente es un tubo
cuya luz es topolo´gicamente externa al cuerpo. Posee esf´ınteres y otros dispositivos
que controlan el tra´nsito en su interior. El alimento ingerido es sometido a distin-
tos tratamientos meca´nicos, qu´ımicos y bacterianos. Los nutrientes son absorbidos,
pasando al sistema circulatorio. El material no digerido y no absorbido se almacena
brevemente hasta que, junto con restos bacterianos, es expulsado en la defecacio´n en
forma de heces.
Figura 1.9: Corte transversal del tubo digestivo. En e´l se representan estructuras de
diferentes regiones a lo largo de todo el tubo (Wikipedia).
A nivel transversal (Figura 1.9) hay distintos ha´bitats microbianos. Las bacterias
pueden cubrir a´reas del epitelio, habitar las criptas de Lieberkuhn16 u otros nichos
asociados a los tejidos y mucosas, o bien, pueden encontrase en el lumen de forma
libre o asociadas a part´ıculas (Van Wey et al., 2011).
El lumen puede ser colonizado pero solo en a´reas con relativa estabilidad como el
rumen cecum o intestino grueso, donde el flujo no excede las tasas de duplicacio´n de
16 Gla´ndulas que se encuentran en el epitelio que recubre el intestino delgado y el colon. Secretan
varias enzimas, como por ejemplo sacarasa, maltasa y enteropeptidasas.
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los niveles de poblacio´n microbianos. Los epitelios son colonizados por una microbiota
espec´ıfica. Las criptas de la mucosa tambie´n pueden tener diferente microbiota. Cada
uno de estos ha´bitats proporciona a sus colonizadores microbianos nichos diferentes.
Figura 1.10: Cantidades de bacterias en el tracto gas-
trointestinal, incluyendo el estomago, el duodeno y el
intestino delgado (unidades formadoras de colonia por
mL del contenido del lumen) y en la va´lvula ileocecal y
en el intestino grueso (Unidades formadoras de colonia
por g del contenido del lumen (Van Wey et al., 2011)).
Sin embargo, es a nivel longitu-
dinal (Figura 1.10) donde se encuen-
tran las mayores diferencias.
Veamos primero un breve resu-
men de la funcio´n y estructura de
cada regio´n del sistema gastrointes-
tinal.
El aparato digestivo.
El tracto gastrointestinal hu-
mano esta´ compuesto por esto´mago
e intestino, aunque a veces su defi-
nicio´n incluye las estructuras desde
la boca17 al ano. El aparato digesti-
vo abarca tambie´n otros o´rganos ac-
cesorios18 a la digestio´n. En un hu-
mano adulto el tracto gastrointesti-
nal tiene una longitud de 5 metros, o
hasta 9 metros sin el efecto del tono
muscular, y se divide en tracto gas-
trointestinal superior e inferior19.
El eso´fago conduce el alimento desde la boca hasta el esto´mago. El bolo20 es
conducido mediante movimientos perista´lticos hasta el esto´mago.
17 La boca, por la cantidad y distribucio´n de microorganismos y sus caracter´ısticas peculiares, se
ha tratado separadamente en la pa´gina 16.
18 Pa´ncreas y ves´ıcula biliar.
19 El tracto gastrointestinal se puede dividir tambie´n en intestino anterior, intestino medio y
intestino terminal, reflejando el origen embriolo´gico de cada segmento.
20 El bolo es el alimento masticado y mezclado con saliva.
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El esto´mago sirve como lugar de almacenamiento y es donde empieza la diges-
tio´n. En e´l se secreta pepsino´geno21 y a´cido clorh´ıdrico. Las contracciones de
las paredes estomacales ayudan a la mezcla meca´nica del alimento.
En el intestino delgado es donde continu´a la digestio´n. Se divide en tres partes:
• Duodeno - Los jugos pancrea´ticos del pa´ncreas y la bilis de las gla´ndulas
biliares se mezclan. Las enzimas digestivas rompen las prote´ınas y la bilis
emulsiona las grasas en micelas. El duodeno contiene las gla´ndulas de
Brunner que producen bicarbonato y junto con el jugo pancrea´tico se
neutraliza el a´cido clorh´ıdrico del esto´mago.
• Yeyuno - Es la seccio´n media del intestino, conecta el duodeno al ı´leon.
Contiene plicae circulares y villi para incrementar la superficie.
• I´leon - Posee villi, donde todas las mole´culas solubles son absorbidas pa-
sando a la sangre (capillaries y lacteals).
El intestino grueso tiene tres partes:
• Ciego - Es la primera porcio´n del intestino grueso. Reduce el flujo del
contenido intestinal hacia el colon ascendente. Posee el ape´ndice vermi-
forme22.
• Colon - La principal funcio´n del colon es absorber agua. Una de las princi-
pales funciones de la microbiota en esta regio´n es la de producir vitaminas
como la K o la biotina.
• Recto - Las sustancias no digeridas y las bacterias que se han desarrollado
se acumulan para formar las heces. A continuacio´n son expulsadas a trave´s
del ano en la defecacio´n.
El esto´mago. En condiciones normales y sin alimentos, el pH ga´strico es a´cido,
alrededor de 4,5; disminuye hasta 1 justo antes de ingerir alimentos y ra´pidamente se
tampona aproxima´ndose a la normalidad. La densidad de bacterias es relativamente
baja y con los me´todos tradicionales de cultivo se detectan microorganismos t´ıpicos
21 Que se transformara´ en pepsina y digerira´ las prote´ınas.
22 El ape´ndice es un cilindro sin salida conectado al ciego sin funcio´n conocida.
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de la microbiota orofar´ıngea que han sido ingeridos como Streptococcus α-hemol´ıticos,
Lactobacillus sp., cocos anaerobios, Candida sp. y otras bacterias capaces de resistir
el medio a´cido. Con nuevos me´todos independientes de cultivo, se ha detectado DNA
de Helicobacter pylori y otras especies de este mismo ge´nero que se creen adaptadas
a vivir en este ambiente. En humanos “sanos” se han encontrado hasta 128 filotipos
diferentes, mientras que en individuos con infeccio´n aguda por Helicobacter pylori
esta bacteria domina la comunidad estomacal llegando a ser un 70 % de la microbiota
total (Bik et al., 2006).
El intestino delgado. La adaptacio´n ma´s notable del intestino es la amplifica-
cio´n de su superficie mediante pliegues. Pasa de una superficie cil´ındrica bruta de
0,4m2 a unos 300m2 aumentando considerablemente la tasa de absorcio´n. A pesar de
toda esta superficie, el duodeno mantiene un pH bajo que, junto con la peristalsis,
mantienen un reducido nu´mero de bacterias (Macfarlane y Dillon, 2007). Tambie´n
la bilis tiene propiedades antimicrobianas inhibiendo el crecimiento de muchos gru-
pos bacterianos. Prote´ınas como la lisozima y las inmunoglobulinas (IgA secretoria),
tambie´n contribuyen a controlar el nu´mero de microorganismos. La concentracio´n
bacteriana aumenta gradualmente hacia el ı´leon. En sectores distales del intestino
delgado la composicio´n de la microbiota se asemeja a la del colon. A nivel del ı´leon
terminal se alcanzan concentraciones de 106 a 108 bacterias por mL de contenido
intestinal, con predominio de los anaerobios.
El intestino grueso. Sirve para almacenar los restos del alimento digerido, ab-
sorber los iones inorga´nicos y el agua. Es el lugar donde actu´an principalmente las
bacterias. E´stas representan la mayor parte de la masa que se encuentra en el co-
lon llegando a significar hasta el 60 % del peso seco de las heces. El aumento del
contenido bacteriano probablemente se explica por:
disminucio´n de la peristalsis;
aumento del pH, cercano al fisiolo´gico;
disminucio´n del contenido de agua.
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Pasando la va´lvula ileocecal los microorganismos pueden alcanzar concentraciones
de 107 hasta 109 ce´lulas por mL, llegando al ma´ximo de 1011 por mL en el recto.
Establecimiento de la microbiota.
El proceso de colonizacio´n del intestino se ha definido en su ecolog´ıa como una
“sucesio´n”(Savage, 1977). El establecimiento de las sucesiones de poblaciones micro-
bianas colonizando el intestino acompan˜a el desarrollo del mismo (Figura 1.11).
Figura 1.11: Sucesio´n de la microbiota intestinal en recie´n nacidos y la influencia de probio´ticos
en el desarrollo (Salminen y Isolauri, 2006).
A lo largo de la colonizacio´n se observa un aumento de la diversidad microbiana.
Adema´s de esta tendencia gradual hacia la composicio´n de la microbiota adulta, cada
vez que hay eventos notables como cambios dra´sticos de dieta o tratamientos con
antibio´ticos, se detectan variaciones importantes en la abundancia de las diferentes
especies presentes en el intestino (Koenig et al., 2011).
En la Figura 1.11 podemos observar un esquema de los puntos ma´s destacables
del proceso.
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El meconio23 (meconium) es la sustancia almacenada en el intestino durante la
etapa fetal y hasta hace poco se pensaba que era este´ril (Savage, 1977). En la actuali-
dad es una de las varias controversias abiertas acerca de la colonizacio´n del intestino.
Como se esta´ observando tambie´n para otros ambientes o fluidos (pulmones, leche
materna, etc.), se ha demostrado que el tracto gastrointestinal del feto en realidad
esta´ habitado por microorganismos. Una de las nuevas hipo´tesis propone que el to-
rrente sangu´ıneo de la madre puede transportar los primeros microorganismos al
intestino del feto (Makino et al., 2011) y e´stos podr´ıan ser de importancia para el
posterior desarrollo de la microbiota intestinal. A pesar de esto, durante el nacimien-
to, el bebe´ tambie´n recoge microorganismos a lo largo del canal del parto (Figura
1.12) (Dominguez-Bello et al., 2010). En el parto el tracto gastrointestinal del recie´n
nacido esta´ expuesto a una gran cantidad de microorganismos. Algunos de e´stos no
son capaces de colonizarlo y desaparecen al poco tiempo; otros, en cambio, pueden
ser determinantes para la formacio´n de la microbiota intestinal del adulto.
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Figura 1.12: La secuenciacio´n del gen 16S rRNA revela como las primeras microbiotas de los recie´n
nacidos son diferentes segu´n el tipo de parto. En la figura se observan las medias de abundancia de
los taxones dominantes encontradas en varias muestras (Dominguez-Bello et al., 2010).
23 Primera deposicio´n del recie´n nacido.
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El desarrollo de la microbiota gastrointestinal del recie´n nacido depende, por lo
tanto, del ino´culo original, de factores ambientales externos y, como ahora veremos,
del tipo de alimentacio´n temprana (Salminen y Isolauri, 2006).
Escherichia coli y Streptococcus faecalis se detectan desde el principio. Despue´s
del nacimiento, en la mayor´ıa de los bebe´s, la microbiota esta´ compuesta principal-
mente por bacterias la´cticas. Segu´n si el bebe´ esta´ alimentado por leche materna o
artificial, se pueden encontrar principalmente Lactobacillus o Bifidobacterium respec-
tivamente (Benno et al., 1984; Penders et al., 2006; Stark y Lee, 1982). Au´n as´ı hay
estudios donde no se encuentra la relacio´n entre alimentacio´n con leche materna y
bifidobacterias (Palmer et al., 2007).
Los anaerobios estrictos pueden ser detectados al inicio de la ingesta de so´lidos.
Algunas de las especies bacterianas que formara´n parte de la microbiota del adulto
ya aparecen en la lactancia. E´stas pueden estar en bajas concentraciones esperando
a unas condiciones diferentes. Otras especies no pueden aparecer hasta que no se
abandonan estas etapas. Por ejemplo, hasta que no se consigue un ambiente libre de
ox´ıgeno los anaerobios estrictos no pueden vivir.
A lo largo del establecimiento de la microbiota tambie´n se observan cambios e
interacciones muy importantes entre las bacterias y el sistema inmune del individuo
(Pa´gina 108).
Composicio´n de la microbiota intestinal.
La microbiota intestinal es, sin duda, el mayor y ma´s complejo ecosistema micro-
biano asociado al hombre y se estima que a nivel del colon conviven ma´s de 1.000
especies diferentes de bacterias, contando entre ellas con un gran nu´mero de anaero-
bios (Hooper y Macpherson, 2010). Entre los bacilos gram negativos la mayor´ıa per-
tenecen a los ge´neros Bacteroides (phylum Bacteroidetes) y Fusobacterium (phylum
Fusobacteria). Entre los cocos encontramos especies de Enterococcus, Streptococcus,
Staphylococcus, Peptostreptococcus y Sarcina (phylum Firmicutes gram positivos)
as´ı como Veillonella y Acidaminococcus (Firmicutes gram negativo). Los bacilos
gram positivos esta´n representados por especies de los ge´neros Bifidobacterium y
Actinomyces (Actinomycetes); Bacillus, Lactobacillus y Clostridium (Firmicutes).
Entre los anaerobios facultativos predominan las enterobacterias como Escherichia
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coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter y Citrobacter.
La composicio´n de la microbiota intestinal se esta´ estudiando principalmente a
partir de la observacio´n de la microbiota presente en muestras de heces, debido,
ba´sicamente, a su facilidad de recoleccio´n. No obstante, cabe destacar que varios
estudios demuestran que la microbiota presente en las heces no es exactamente igual
a la presente en el interior del intestino (Ahmed et al., 2007; Durba´n et al., 2011;
Ott et al., 2004).
Tabla 1.4: Abundancia media y variabilidad de las bacterias ma´s frecuentes en heces.
Phylum Ge´nero Abundancia media ( %) Rango de abundancias ( %)
Firmicutes 38,8 19,8 - 65,6
Faecalibacterium 5,1 0,5 - 15,0
Unclassified Lachnospiraceae 3,2 0,6 - 9,5
Roseburia 2,6 0,2 - 25,1
Bacteroidetes 27,8 0,1 - 64,9
Bacteroides 13,9 0,0 - 54,7
Prevotella 4,4 0,0 - 35,5
Alistipes 2,1 0,0 - 9,1
Actinobacteria 8,2 1,1 - 32,5
Bifidobacterium 4,5 0,0 - 20,3
Collinsella 1,8 0,0 - 7,6
Como se puede observar en la Tabla 1.4 los phyla Bacteroidetes y Firmicutes son
los ma´s abundantes en la microbiota intestinal (Kurokawa et al., 2007) (Tabla 1.5
para una descripcio´n de los grupos), siendo Bacteroides el ge´nero ma´s abundante
y uno de los ma´s variables. Los Firmicutes se adhieren a part´ıculas de polisaca´rido
de plantas, fibras y mucina (Cummings et al., 1987; Ley et al., 2006), y son ma´s
eficientes en la fermentacio´n de carbohidratos insolubles (De Filippo et al., 2010).
Especies de Bacteroides, que son ma´s versa´tiles en la utilizacio´n de sustratos (Hooper
et al., 2002; Macfarlane et al., 1992), utilizan oligosaca´ridos y polisaca´ridos solubles
que provienen de la rotura de polisaca´ridos insolubles (Ley et al., 2006).
Como se puede observar en la Figura 1.13, la distribucio´n t´ıpica de filogrupos
bacterianos encontrados en el intestino humano muestra siempre un patro´n de “cola
larga”24, donde aparecen pocas especies de alta abundancia y muchas de baja (Aru-
mugam et al., 2011). Esto puede ser explicado por la presio´n selectiva del hospedador
y de los microorganismos (Dethlefsen et al., 2008). Este feno´meno es fracuente en
24 ‘Long-tail’effect.
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Tabla 1.5: Descripcio´n de los grupos bacterianos ma´s frecuentes en heces.
Faecalibacterium es un gram negativo, no formador de esporas y anaerobio estricto. Son microorga-
nismos no mo´tiles que producen butirato, D-lactato y formiato y utiliza acetato (Duncan, 2002a).
Las Lachnospiraceae son anaerobios no formadores de esporas, monotricas (presentan un solo fla-
gelo), gram positivas, bacilos curvados que fermentan glucosa produciendo grandes cantidades de
etanol y a´cidos la´ctico, fo´rmico y ace´tico (Bryant y Small, 1956).
Roseburia fermenta glucosa y acetato produciendo butirato, lactato, hidro´geno y dio´xido de carbono
(Duncan, 2002b).
Bacteroides intestinalis es un bacilo gram negativo, anaerobio estricto, que no forma esporas y no
mo´til (Bakir et al., 2006).
Prevotella salivae es un anaerobio estricto, no formador de esporas, no mo´til y que produce a´cido
succ´ınico y ace´tico y pequen˜as cantidades de a´cido metilbutanoico (Sakamoto, 2004).
Alistipes indistinctus se tin˜e como gram negativo y no forma esporas, de forma de coco a bastoncillo
con terminaciones redondeadas y son anaerobias estrictas (Nagai et al., 2010).
Bifidobacterium son gram positivos, no mo´tiles, bacilos formadores de esporas. Anaerobios facul-
tativos y catalasa negativos. Fermentan glucosa produciendo a´cidos ace´tico y L-la´ctico (Hoyles,
2002).
Collinsella son gram positivos y anaerobios estrictos. No forman esporas y no tienen flagelos.
Fermentan glucosa produciendo glucosa, hidro´geno, etanol, formiato y lactato (Kageyama y Benno,
1999).
muchas comunidades microbianas y se ha descrito introduciendo el concepto de “ra-
re biosphere” o “biosfera rara”. En el art´ıculo de Lennon y Jones (2011) la “rare
biosphere” define los taxones de una comunidad microbiana que se encuentran en
extrema baja frecuencia25. Estas especies en baja frecuencia, por azar, podr´ıan des-
aparecer fa´cilmente de la comunidad (Lawton et al., 1994). Para entender porque´ se
mantienen en la estructura global de la microbiota, se puede recurrir a diferentes
hipo´tesis:
Inmigracio´n constante desde el exterior.
Las funciones moleculares ma´s abundantes se encuentran en las especies ma´s
representadas. Sin embargo hay grupos de genes orto´logos que son espec´ıficos
de grupos de baja abundancia. Esto podr´ıa explicar porque´ estos grupos no
desaparecen a pesar de su bajo nu´mero (Arumugam et al., 2011).
25 Textualmente: “A concept describing the observation that a very large proportion of the taxa
in microbial communities are extremely uncommon” (Lennon y Jones, 2011).
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Figura 1.13: Distribucio´n de los 30 ge´neros predominantes en la microbiota intestinal humana.
Determinado por la abundancia de lecturas. Los ge´neros pertenecientes al mismo phylum esta´n
coloreados del mismo color. La figura incrustada representa la distribucio´n de phyla (Arumugam
et al., 2011).
Las bacterias en baja frecuencia podr´ıan estar en un estado de resistencia
esperando a que las condiciones para su replicacio´n mejoren (Sogin et al., 2006).
Las bacterias en baja frecuencia son ma´s activas y los cambios en el ambiente
las afectan menos (Jones y Lennon, 2010).
Una descripcio´n ma´s detallada de la biosfera rara y del rol en la homeostasis de la
microbiota gastrointestinal se encontrara´ en la pa´gina 79.
Funciones.
La relacio´n entre la microbiota intestinal y el hospedador parece no ser simple-
mente comensal. Ser´ıa comensal si solamente los microorganismos se beneficiaran
de la relacio´n. De hecho, se piensa que e´sta es mutualista. Los microorganismos
encuentran en el tracto gastrointestinal humano un ambiente amplio (400m2), una
temperatura estable (37C) y abundancia de nutrientes (Van Wey et al., 2011) y,
como ahora veremos, aportan beneficios al humano. La microbiota intestinal juega
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un papel importante tanto a nivel local como global (Nava y Stappenbeck, 2011).
La comunidad microbiana actu´a como una barrera que previene la colonizacio´n
de microorganismos no deseados o pato´genos. La barrera se crea por la interaccio´n
entre los microorganismos y el hospedador (Salminen y Isolauri, 2006). Los micro-
organismos crean un ambiente resistente a la colonizacio´n basado en la limitacio´n
de nutrientes, la excrecio´n de metabolitos que inhiben el crecimiento de pato´genos,
la produccio´n de bactericidas, la competicio´n por sitios de unio´n y otros factores
desconocidos (Endt et al., 2010).
Otra cara del rol protector ofrecido por la microbiota intestinal esta´ representada
por su interaccio´n con el sistema inmune. Esta interaccio´n se establece de forma
muy temprana en el desarrollo del organismo. La maduracio´n del sistema inmune
requiere la presentacio´n de mole´culas inmunomodulatorias. Por ejemplo bacterias
como Bacteroides fragilis elaboran un polisaca´rido bacteriano que dirige el desarrollo
de los linfocitos T CD4  (Mazmanian et al., 2005). Adema´s los peptidoglicanos de
bacterias gram negativas son necesarias para inducir la ge´nesis de fol´ıculos linfoides26
que intervienen en el posterior mantenimiento de la comunidad microbiana (Bouskra
et al., 2008). Tambie´n se puede observar una seleccio´n y adaptacio´n de las bacterias
al organismo durante los primeros d´ıas del establecimiento de la microbiota.
Bacterias comensales ayudan a modular el nivel de IgA en el intestino, adapta´ndo-
lo a las bacterias no pato´genas habitualmente presentes en e´l (Hapfelmeier et al.,
2010; Macpherson y Uhr, 2004).
En animales modelo para la esclerosis mu´ltiple se ha visto que la microbiota
intestinal afecta a la regulacio´n de respuestas inmunolo´gicas inflamatorias (Lee et al.,
2011).
La interaccio´n entre productos de las bacterias comensales y los receptores de
reconocimiento de patrones microbianos como los receptores toll-like (TLRs) juegan
un papel cr´ıtico en la resistencia al dan˜o epitelial. Se ha demostrado que los TLRs,
adema´s de las funciones inmunolo´gicas, inducen la expresio´n de varios factores que
esta´n involucrados en la proteccio´n celular, la reparacio´n de tejidos y la angioge´nesis
(Rakoff-Nahoum et al., 2004). Las bacterias mediante las ce´lulas de Paneth27 gu´ıan
26 Los fol´ıculos linfoides esta´n formados principalmente por linfocitos B, que sintetizan inmuno-
globulinas A.
27 Ce´lulas de la base de las criptas del Lieberkuhn encargadas de secretar varios factores de
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el desarrollo del sistemas vascular de los villi (Stappenbeck et al., 2002).
La microbiota afecta directamente a la arquitectura del intestino. En animales
axe´nicos28 el ciego es anormalmente largo. Esto se debe a la acumulacio´n de mucus no
degradados por la microbiota. Otros estudios con este tipo de animales demostraron
que la microbiota aumenta la motilidad intestinal (Falk et al., 1998).
Uno de los efectos ma´s conocidos y esperados es la participacio´n de la microbiota
en el metabolismo de nutrientes. Entre otros procesos, interviene en el almacenamien-
to de grasas, facilita la digestio´n de muchos nutrientes, permitiendo un procesado
ra´pido de mole´culas complejas y produciendo compuestos necesarios para el hospe-
dador y ausentes en la dieta de e´ste (Ba¨ckhed et al., 2005; Samuel et al., 2008). Por
ejemplo, las bacterias del intestino grueso producen a´cidos grasos de cadena corta
(SCFA) (Younes et al., 2001) y sintetizan vitaminas (Burgess et al., 2009).
Adema´s del procesado de nutrientes las bacterias intestinales pueden intervenir
en el metabolismo de fa´rmacos, drogas o xenobio´ticos29, en general, afectando a su
absorcio´n y/o toxicidad (Wilson y Nicholson, 2009).
Tambie´n afecta al curso de enfermedades metabo´licas como la diabetes (Wen
et al., 2008) o el s´ındrome metabo´lico (Vijay-Kumar et al., 2010). En este u´ltimo
puede ser determinante la primera microbiota para el desarrollo o no de los efectos
perniciosos del s´ındrome.
Factores que afectan a la composicio´n de la microbiota.
La composicio´n de la microbiota en el tracto gastrointestinal, y los cambios en
ella, esta´n regulados por procesos multifactoriales. La abundancia de bacterias de
una especie se ve afectada por factores dependientes tanto del hospedador como de
la microbiota misma (Savage, 1977).
Fuerzas ejercidas por el hospedador, su dieta y su medio. Como se puede
observar en la Tabla 1.6 el hospedador afecta a la composicio´n de la microbiota en
a´reas particulares.
crecimiento y lisozimas.
28 Libres de bacterias.
29 Los xenobio´ticos son compuestos qu´ımicos raramente encontrados en la naturaleza ya que son
compuestos sintetizados por el hombre en el laboratorio.
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El pH es el factor principal que dicta que´ microorganismos pueden colonizar el
esto´mago (Bik et al., 2006). La peristalsis influye fuertemente evitando que los micro-
organismos se desarrollen en el lumen de las regiones superior y media del intestino
delgado. Moody et al. (1995) demuestran co´mo una disminucio´n en el transito intes-
tinal ocasiona un aumento de las bacterias en el lumen. Adema´s existen otras fuerzas
en todas las regiones del tracto digestivo.
La temperatura cercana a 37C es el mayor atractivo para que los microorganis-
mos crezcan en el intestino. As´ı mismo, la habilidad para crecer anaero´bicamente es
una ventaja para los microorganismos que habitan cualquier localizacio´n del tracto
intestinal (Onderdonk et al., 1976). Au´n as´ı, el efecto de otros factores no esta´ claro.
Una parte de la microbiota utiliza las mucinas producidas por el epitelio intestinal
como fuente de carbono y energ´ıa. Un claro ejemplo es Bacteroides thetaiotaomicron,
el cual posee un repertorio enorme de enzimas para degradar estas mucinas (Xu y
Gordon, 2003). Los animales axe´nicos excretan en sus heces mucha ma´s mucina de
lo normal (Carlstedt-Duke y Lingaas, 1986).
Respuestas inmunolo´gicas que afectan a la composicio´n de la microbiota.
(Pa´gina 108)
Algunos ant´ıgenos de la microbiota se parecen mucho a los del hospedador (Foo,
1974), lo que indica la cercana relacio´n que han tenido estos microorganismos con el
hospedador durante la evolucio´n, otorgando a estas bacterias una enorme ventaja a
la hora de colonizar el intestino.
Uno de los mecanismos de los anticuerpos es evitar la adhesio´n del pato´geno al
epitelio. Este mecanismo evita, por ejemplo, que Vibrio cholera inicie la infeccio´n
(Freter y Jones, 1976).
As´ımismo, los macro´fagos y algunos leucocitos pueden acceder al lumen desde la
la´mina propia y afectar a la composicio´n de la microbiota (Gordon y Pesti, 1971).
El ambiente del hospedador tambie´n puede afectar a la microbiota intestinal
(Savage, 1977). Por ejemplo, las emociones fuertes o la presio´n del aire durante
cambios de altitud pueden afectar a la composicio´n de la microbiota (Holdeman et al.,
1976). Estos y otros factores que afectan a la fisiolog´ıa pueden, por consiguiente,
afectar a las comunidades bacterianas.
La dieta es otro factor que se ha demostrado que puede afectar a la composicio´n
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de la microbiota. Las microbiotas de diferentes mamı´feros se agrupan por el tipo
de dieta de estos y es probable que este concepto se pueda extender tambie´n a los
humanos con diferentes dietas (De Filippo et al., 2010; Muegge et al., 2011). Se
ha comprobado co´mo cambiando la dieta en animales modelo varia ra´pidamente la
expresio´n y la composicio´n de la microbiota intestinal (Turnbaugh et al., 2009b).
Este es un tema importante dado que se ha visto que ciertas dietas esta´n ligadas a la
predisposicio´n a adquirir enfermedades (Cani et al., 2007). Esta relacio´n entre dieta
y enfermedad puede estar mediada por la microbiota (Cani y Delzenne, 2009).
La microbiota en general cambia segu´n la cantidad de calor´ıas ingeridas, adap-
tando la eficiencia en la extraccio´n de energ´ıa de la dieta (DiBaise et al., 2008).
Los microorganismos que obtienen energ´ıa a partir de procesos de fermentacio´n,
pueden adquirir sus sustratos de la dieta o bien directamente del hospedador (por
ejemplo de la mucina) (Xu y Gordon, 2003). Los aminoa´cidos tambie´n pueden ser
una fuente importante de energ´ıa para la microbiota y e´stos pueden provenir tanto
de la dieta, como de la degradacio´n de prote´ınas (enzimas, inmunoglobulinas, etc.)
del hospedador, as´ı como del recambio de las ce´lulas epiteliales (Herbeck, 1974).
El amonio es, sin duda, una importante fuente de nitro´geno para la microbiota,
que deriva o puede derivar de la ureolisis y la deaminacio´n de aminoa´cidos (Ter-
nouth, 1968). Otros microorganismos necesitan a´cidos grasos para crecer que pueden
obtenerse de la dieta o de las ce´lulas epiteliales muertas (Morotomi et al., 1976).
Fuerzas resultantes de actividades de los propios microorganismos. Las
poblaciones microbianas establecidas en el adulto, sin lugar a dudas ejercen fuertes
influencias para mantener la estabilidad de la estructura de e´sta. El efecto pra´ctico
es excluir los microorganismos alo´ctonos30 de los nichos ocupados por la comunidad.
Estas interacciones esta´n mediadas por bacteriocinas, antibio´ticos, competicio´n nu-
tricional, metabolitos to´xicos como a´cidos grasos o el a´cido sulfh´ıdrico (H2S) y el
mantenimiento de potenciales de o´xido-reduccio´n bajos (Savage, 1977).
Como se ha dicho anteriormente, los microorganismos no solo compiten directa-
mente con los microorganismos alo´ctonos sino que afectan a la fisiolog´ıa del hospeda-
dor interviniendo en procesos que regulan la comunidad. Pueden deconjugar o alterar
30 Microorganismos alo´ctonos son aquellos que no pertenecen a la comunidad y que podr´ıan ser
pato´genos.
34 Cap´ıtulo 1. Introduccio´n general
a´cidos biliares e inducir la respuesta inmune del hospedador (Drasar y Hill, 1974).
En el intestino delgado pueden provocar la peristalsis afectando a la colonizacio´n
(Shooter, 1972).
Algunos microorganismos pueden utilizar el poco ox´ıgeno disponible ocupando
nichos que les reporten cierta ventaja (por ejemplo, instala´ndose cerca de las ce´lulas
epiteliales, donde algo de ox´ıgeno de la sangre puede escaparse). Asimilando este
ox´ıgeno pueden contribuir al mantenimiento de un ambiente anaerobio estricto (Sa-
vage y Dubos, 1968).
Incluso dentro de la misma especie, mecanismos de quorum sensing31 juegan un
papel importante en la regulacio´n de la adhesio´n (Sturme et al., 2002) y, por tanto,
ayuda a limitar o potenciar la densidad de algunas bacterias en lugares determinados.
En resumen, la regulacio´n de la microbiota es un proceso multifactorial donde
algunas o todas las fuerzas descritas pueden afectar a la comunidad microbiana.
Desequilibrios en la estructura poblacional de la microbiota. Como ya he-
mos visto, la microbiota intestinal es parte integrante de la salud del hue´sped. Por el
contrario, desequilibrios en su composicio´n pueden derivar en enfermedades (Figura
1.14).
Estos desequilibrios en la microbiota humana son conocidos como disbiosis o
disbacteriosis. Principalmente se refieren a cambios en el tracto gastrointestinal, piel,
mucosa vaginal, etc.
Estos cambios pueden originarse por exposicio´n a antibio´ticos, alcoholismo, etc.
La microbiota normal produce determinada cantidad de productos de desecho y re-
cicla otros productos; cuando e´sta esta´ desequilibrada pueden acumularse sustancias
perjudiciales o faltar otras necesarias. Las alteraciones de las estructuras de poblacio-
nes pueden encadenar unas cascadas de modificaciones que pueden volverse cro´nicas.
Las disbiosis han sido asociadas a diferentes enfermedades, como la enfermedad in-
flamatoria intestinal o el s´ındrome de fatiga cro´nica (Logan et al., 2003).
31 Mecanismo de comunicacio´n entre bacterias que les permite coordinarse segu´n la cantidad de
e´stas que hay en un lugar determinado.
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Gut-brain hypothesis
1. Autism
C. bolteae / clostridia spores
Mechanismunkown
2.Mood: depression, anxiety
Hygiene hypothesis:
Exagerrated innate immune response
Upregulation of regulatoryT cells
after capture of Ags byDCs
Bifidobacteria, Gram+ve organisms
Clostridia
Peripheral vascular disease
Inflammatory bowel disease
Bacteroidetes and Actinobacteria in obese
Altered energy / lipidmetabolism
Higher relative abundance of glycoside hydrolases,
carbohydrate-bindingmodules,
glycosyltransferases, polysaccharide lyases, and carbohydrate
esterases in the Bacteroidetes
TLR mediated
Hypertension /
ischemic
heart
disease
Biliary disease
Colon cancer
Altered xenobiotic / drugmetabolism
Diethigh in redmeatand animal fat
LowSCFA / butyrate
High fecal fats
Lowvitamin absorption
7αdehydroxylating bacteria:
cholic acid deoxycholic acid (co-carcinogen)
Low in H2S metabolizing bacteria
Obesity / metabolic syndrome
Asthma / atopy
e.g.Paracetamolmetabolism:
predose urinaryp-cresol sulfate leads to postdose urinary
acetaminophen sulfate : acetaminophen glucuronide.
Bacteriallymediated p-cresol generation and competitive
o-sulfonation of p-cresol reduces the effective systemic capacity
to sulfonate acetaminophen.
Hygiene hypothesis
Altered immune response:TLR signaling
Less microbial diversity
Activation of specific species: for example, Escherichia
Result ofmetabolic syndrome
Altered lipid deposition /
metabolism
Altered enterohepatic circulation of bile
Figura 1.14: Enfermedades y rutas metabo´licas influenciadas por la microbiota intestinal (Adap-
tado de Kinross et al. (2011)).
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1.2. Estudio de las poblaciones bacterianas.
1.2.1. Me´todos cla´sicos de identificacio´n y clasificacio´n de
microorganismos.
Desde su primera edicio´n en 1923 hasta la actualidad, el manual de referen-
cia que recoge las caracter´ısticas de los microorganismos es el “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology”32. A partir de la informacio´n disponible en la litera-
tura acade´mica, clasifica a los microorganismos no segu´n sus relaciones evolutivas,
sino basa´ndose en varias caracter´ısticas como la composicio´n de la pared celular o la
morfolog´ıa, en tinciones diferenciales, en los requerimientos de ox´ıgeno, en ensayos
bioqu´ımicos, etc. (Tortora et al., 1986) (Tabla 1.7)33 y 34.
Tabla 1.7: Me´todos de clasificacio´n y identificacio´n de microorganismos.
Carater´ısticas morfolo´gicas - usando tinciones diferenciales (gram, Ziehl Neelsen, . . . ).
Ensayos bioqu´ımicos para determinar la presencia de enzimas.
Ensayos serolo´gicos como ELISA o Western Blot.
Phage typing, sirve para identificar cepas o especies.
Perfiles de a´cidos grasos.
Caracter´ısticas fisicoqu´ımicas mediante citometr´ıa de flujo.
Contenido de GC en el DNA.
Otras caracter´ısticas del DNA - perfiles de restriccio´n mediante endonucleasas.
Identificacio´n mediante PCR.
Hibridacio´n de a´cidos nucleicos - Southern blot, chips de DNA y FISH, etc.
Secuenciacio´n del gen ribosomal 16S.
Estos esquemas de identificacio´n y clasificacio´n son ampliamente utilizados en
microbiolog´ıa me´dica. Au´n as´ı, de las ma´s de 2.600 especies listadas (Approved Lists
of Bacterial Names), menos de un 10 % son pato´genos humanos. De hecho, la llegada
32 En 1994 aparecio´ la 9a edicio´n (Holt et al., 1994).
33 PCR:Reaccio´n en cadena de la polimerasa.
34 El contenido de GC es el porcentaje en Guanina y Citosina del genoma de una bacteria
calculado de la siguiente forma: G CA T G C  100. Algunos grupos taxono´micos tienen contenidos en
GC caracter´ısticos.
1.2. Estudio de las poblaciones bacterianas. 37
de la biolog´ıa molecular como me´todo de estudio de la diversidad bacteriana apli-
cado a la microbiota humana, ha hecho posible que la visio´n de las bacterias como
responsables de enfermedades haya cambiado. Como hemos visto, la mayor´ıa de las
bacterias que viven con nosotros no so´lo no son perjudiciales sino que son necesarias
para el correcto desarrollo y funcionamiento de nuestro cuerpo.
Como ejemplo, la Coleccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo (CECT) ofrece los servi-
cios de identificacio´n de procariotas mostrados en la Tabla 1.8.
Tabla 1.8: Servicios ofrecidos por la coleccio´n espan˜ola de cultivos tipo (CECT
http://www.cect.org/).
La CECT ofrece un servicio de identificacio´n de aislados de procariotas basado fun-
damentalmente en la secuenciacio´n parcial del gen 16S rRNA, junto con una carac-
terizacio´n morfolo´gica y fenot´ıpica ba´sica. Tambie´n es posible solicitar la secuencia
completa del gen 16S rRNA, as´ı como la realizacio´n de un estudio filogene´tico deta-
llado mediante el estudio de dicha secuencia.
La CECT ofrece adema´s la posibilidad de realizar pruebas adicionales, incluyendo el
ribotipado automa´tico (Riboprinter), la caracterizacio´n fenot´ıpica mediante sistemas
miniaturizados, la composicio´n de a´cidos grasos celulares (MIDI) y el ana´lisis de
prote´ınas mediante MALDI-TOF.
En la caracterizacio´n de cepas bacterianas utilizando los sistemas miniaturizados
API e ID 32 de Biome´rieux, la CECT adjuntara´ el perfil bioqu´ımico obtenido y
el informe que se genera al contrastar dicho perfil con los existentes en las bases
de datos correspondientes. (nota: como en cualquier otro sistema de identificacio´n
algunos aislados dan lugar a resultados no concluyentes, que aparecera´n comentados
en el informe segu´n se trate de baja discriminacio´n, identificacio´n no fiable, perfil
dudoso o perfil inaceptable).
El sistema MIDI (Sherlock Microbial Identification System) para el estudio de la
composicio´n de a´cidos grasos celulares permite la identificacio´n de las cepas que
pertenezcan a las especies registradas en las librer´ıas de MIDI, as´ı como la carac-
terizacio´n de aislados proporcionando la composicio´n relativa de sus a´cidos grasos
celulares.
El ana´lisis de prote´ınas celulares mediante MALDI-TOF permite la obtencio´n de
perfiles u´tiles para identificar y agrupar aislados.
La mayor´ıa de estos me´todos requieren no so´lo que la bacteria sea cultivable sino
que seamos capaces de aislarla, lo cual restringe enormemente el nu´mero de bacterias
a estudiar. De hecho, somos incapaces de cultivar la mayor´ıa de especies bacteria-
nas y, segu´n las u´ltimas estimaciones, solamente en 8 de los 28 phyla bacterianos
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conocidos hay especies cultivables en la actualidad (Achtman y Wagner, 2008). Uno
de los argumentos que explican nuestra incapacidad para cultivar la mayor´ıa de las
bacterias es que no disponemos de informacio´n suficiente para el desarrollo de me-
dios de cultivo, ya que no conocemos todas las concentraciones y proporciones de
oligoelementos y sustratos requeridos (Schmidt y Konopka, 2009), aunque, de hecho,
poco a poco se esta´n haciendo avances en esta direccio´n (Kaeberlein et al., 2002; Ste-
venson et al., 2004). Otras especies bacterianas son capaces de entrar en un estado
viable no cultivable o inactivo y, a pesar de tener las condiciones o´ptimas para crecer,
necesitan una sen˜al para activarse. Algunas de estas sen˜ales pueden ser mole´culas
involucradas en el quorum sensing y transduccio´n de sen˜ales, como el AMP c´ıclico
y las acil-homoserina-lactonas (Bruns et al., 2002; Stevenson et al., 2004; Zengler,
2009).
1.2.2. Te´cnicas moleculares.
En las u´ltimas de´cadas, se han desarrollado te´cnicas moleculares de ana´lisis que
no dependen del cultivo. La aplicacio´n de estas te´cnicas ha puesto de manifiesto una
diversidad filogene´tica al menos 100 veces mayor que las estimaciones basadas en
estudios dependientes de cultivo (Pace, 1997).
Como se puede observar en la Tabla 1.9, hay multitud de te´cnicas moleculares
basadas en los a´cidos nucleicos. De estas te´cnicas, los me´todos indirectos pueden
ofrecer informacio´n cualitativa sobre de la diversidad de un lugar, o bien, ayudar a
decidir si dos bacterias pertenecen o no a la misma especie. Los ana´lisis compara-
tivos de secuencia son mucho ma´s informativos y permiten, segu´n el caso, llegar a
identificar a nivel de especie o de cepa. Mediante PCR o usando sondas espec´ıficas
pueden detectarse, e incluso cuantificarse, especies caracterizadas previamente.
Me´todos basados en el estudio del gen 16S rDNA.
La mayor´ıa de los estudios de diversidad bacteriana medioambientale esta´n ba-
sados en el ana´lisis de la subunidad pequen˜a del gen ribosomal 16S (Woese y Fox,
1977). Este gen codifica para un RNA que forma parte de la subunidad 30S del ribo-
soma de los procariotas. Esta´ presente en todas las bacterias y esta´ lo suficientemente
conservado como para poder alinear de forma precisa las posiciones homo´logas de
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Tabla 1.9: Te´cnicas basadas en a´cidos nucleicos (Ludwig, 2007).
Me´todos indirectos
Composicio´n de los a´cidos nucleicos y similaridad
Contenido geno´mico de G+C
Hibridacio´n cuantitativa de a´cidos nucleicos
Patrones
Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP) Amplified fragment-length polymorphism
Ana´lisis de restriccio´n de DNA amplificado (ADRA) Amplified
DNA restriction analysis
Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)
Denaturing gradient gel electrophoresis
Me´todos directos
Ana´lisis comparativo de secuencias
Marcadores conservados
rRNA
Marcadores alternativos (de genes conservados)
Marcadores para estudios por bajo del nivel de especie
Espaciadores interge´nicos del rDNA
Tipado mediante secuencias multilocus (MLST) Multilocus se-
quence analysis/typing
Sondas y te´cnicas de PCR
Sondas contra rRNA
Microarrays
Hibridacio´n in situ fluorescente (FISH) Fluorescent in situ hy-
bridisation
Te´cnicas con sondas polinucleot´ıdicas
Inmovilizacio´n celular espec´ıfica de taxo´n
RING-FISH
PCR Diagno´stico
PCR o sondas espec´ıficas de cepa
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unas especies con otras. Tambie´n posee suficiente variabilidad en determinadas regio-
nes como para llevar a cabo los ana´lisis filogene´ticos35 (Clarridge, 2004; Turnbaugh
et al., 2007; Woese y Kandler, 1990). El uso del ana´lisis comparado de la secuencia
de dicho gen ha sido muy importante para el desarrollo de la taxonomı´a moderna
de los procariotas. A pesar de varios posibles problemas de interpretacio´n36 hay dos
motivos principales para ello, la informacio´n contenida en este marcador es muy su-
perior a sus alternativas y la calidad de las bases de datos disponible37 permite tener
buena resolucio´n pra´cticamente hasta nivel de especie (Ludwig, 2007).
Secuenciacio´n masiva.
La tecnolog´ıa cla´sica de secuenciacio´n (Me´todo de Sanger) ya era suficiente para
que la comparacio´n de secuencias del gen 16S rDNA fuera la mejor estrategia a seguir
si se quer´ıa caracterizar la composicio´n de una comunidad bacteriana. Antes de la
entrada de los nuevos me´todos de secuenciacio´n masiva el protocolo ma´s utilizado en
la descripcio´n de comunidades microbianas se basaba en la construccio´n de librer´ıas
de clones a partir de amplicones del gen 16S rDNA obtenidos por PCR usando
cebadores universales que abarcan la mayor´ıa de la diversidad (Lane et al., 1991;
Weisburg et al., 1991).
Los nuevos me´todos de secuenciacio´n masiva, como 454 (Roche), Solexa (Illumi-
na) y SOLiD (ABI), no requieren el laborioso y costoso paso de la construccio´n de
las librer´ıas, ya que permiten secuenciar el DNA de forma directa. Otra ventaja de
estos me´todos es la enorme profundidad de secuenciacio´n que se obtiene en tiempos
mucho ma´s reducidos.
Estos me´todos han permitido el desarrollo de la metageno´mica, llevada a cabo por
primera vez por Tyson et al. (2004) y Venter et al. (2004), de forma independiente,
los cuales secuenciaron DNA de muestras procedentes de minas a´cidas y del mar
de los Sargazos, respectivamente, sin seleccionar ni amplificar ninguna regio´n o gen
35 De hecho, el gen 16S rDNA se considera el marcador universal para el estudio del a´rbol de la
vida.
36 Como el uso de un solo gen, la transferencia horizontal, el nu´mero variable de copias de los
genes ribosomales, etc.
37 Algunas de las bases de datos ma´s utilizadas son Silva, Greengenes y RDP (Cole et al., 2009;
DeSantis et al., 2006; Pruesse et al., 2007).
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espec´ıfico. Esta aproximacio´n permite establecer la estructura poblacional38 y a la vez
permite reconstruir redes metabo´licas. Incluso, teo´ricamente, ser´ıa posible reconstruir
todos los genomas completos presentes en un ambiente (Konstantinidis y Tiedje,
2005; Ludwig, 2007).
La metageno´mica que en sus primeros pasos con sanger ya era muy prometedora,
el enorme aumento en el nu´mero de secuencias obtenidas con estos me´todos de se-
cuenciacio´n masiva permitio´ abordar mucha ma´s diversidad. Au´n si una importante
limitacio´n era la longitud de las secuencias obtenidas39, hoy se alcanzan los 800bp40.
A pesar del avance que esto implica, el cuello de botella esta´ actualmente en nuestra
capacidad de ana´lisis.
Limitaciones de la secuenciacio´n masiva del DNA. A pesar de todo el po-
tencial de estas tecnolog´ıas, la mera comparacio´n de secuencias no nos ofrece una
visio´n completa. Se necesita de otras tecnolog´ıas complementarias u otras formas de
“preguntar” a la vida. Hay varios puntos que esta´ bien tener siempre en cuenta a la
hora de analizar e interpretar los datos.
La presencia de una bacteria no supone que e´sta este´ activa (Lewis, 2007).
La presencia del DNA de un gen en concreto no quiere decir que e´ste se este´ ex-
presando (Go¨ransson et al., 1990; Wanner, 1993).
Encontrar una secuencia similar a otra (por comparacio´n con una base de
datos) no significa que realice la misma funcio´n, ya que, por ejemplo, un solo
cambio en un nucleo´tido puede afectar de forma importante a la funcionalidad
de una prote´ına (Kinch y Grishin, 2002).
El 16S rDNA como marcador en especies no cultivables indica a que especie ya
conocida esta´ ma´s pro´xima al fragmento secuenciado, pero no necesariamente
da informacio´n de que´ especie se trata (Janda y Abbott, 2007a).
38 Aunque es necesario un mayor nu´mero de secuencias que con la amplificacio´n del gen 16S
rDNA.
39 454 empezo´ con taman˜os de secuencia alrededor de los 100 nucleo´tidos.
40 Pirosecuenciacio´n 454 con la qu´ımica Titanium Plus.
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Una misma especie, si posee un pla´smido, virus o elemento mo´vil, puede conver-
tirse en pato´gena o ganar una resistencia o funcio´n que cambien profundamente
su forma de relacionarse con todo el resto de la comunidad (Janda y Abbott,
2007b; Kretschmer et al., 1975; Roberts y Mullany, 2009; Webb et al., 2004;
Woodford, 2001).
El genoma donde esta´ localizado un gen afecta a su funcio´n mediante la relacio´n
con otros genes (contexto geno´mico), su regulacio´n, etc. Es ma´s, la localizacio´n
final de una enzima puede afectar a su funcio´n (Wolf et al., 2001).
La metageno´mica da una visio´n de la diversidad en un lugar pero no puede dar
una visio´n de lo que ocurre realmente. Se puede, por ejemplo, ver la sucesio´n
de especies en un biofilm, pero el alto nu´mero de especies no cultivables limita
el estudio de esta comunidad (Hojo et al., 2009).
Para tener una visio´n ma´s completa y robusta de las comunidades microbia-
nas, se deben considerar otros abordajes complementarios que proporcionen evi-
dencias acerca de las funciones y actividad de las bacterias. As´ı, se han publicado
varios art´ıculos comparando, por ejemplo, librer´ıas de clones obtenidas a partir de
DNA contra otras obtenidas a partir de RNA (como ı´ndice de actividad bacteriana)
(Gentile et al., 2006).
Otros ejemplos de aproximacio´n funcional al estudio de una comunidad bacte-
riana esta´ representado por la metatranscripto´mica y la metaproteo´mica. Con la
primera se pretenden obtener informaciones gene´ticas de los genes expresados se-
cuenciando directamente los RNA mensajeros (mRNA)41 (Gosalbes et al., 2011).
Con la segunda se obtiene informacio´n de las prote´ınas presentes en un ecosistema,
aunque au´n tiene algunos inconvenientes en la extraccio´n, separacio´n e identificacio´n
(Wilmes y Bond, 2006).
En resumen, el desarrollo de me´todos de secuenciacio´n masiva nos ha permitido
entrar en una era donde podemos alcanzar, con un limitado esfuerzo econo´mico
y de tiempo, un nivel de resolucio´n gene´tica impensable hasta hace pocos an˜os.
Pero tambie´n ha abierto las puertas al uso de otras tecnolog´ıas disponibles que se
pueden adaptar a estas nuevas te´cnicas de secuenciacio´n, lo que amplia de manera
41 Se debe realizar un paso previo de retrotranscripcio´n a DNA complementario.
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considerable tanto el nivel de preguntas que podemos hacernos, como las respuestas
que se obtengan.
1.3. Microbiolog´ıa basada en ce´lulas individuales:
Citometr´ıa de flujo.
Microscopy is difficult when cells are on the fly;
It’s lucky the cytometer’s now quicker than the eye.
This hasn’t been the case throughout the gadget’s evolution,
But lasers and computers have provided a solution
To problems of illuminating cells, at least a myriad
Per second, and collecting ample data, in that period,
To pick out some to keep, and destine others for rejection.
For modern labs, the instrument’s a natural selection!
Shapiro 2004, The evolution of cytometers.
Shapiro y Leif (2003) en su libro “Practical flow cytometry”define la citometr´ıa
de flujo como sigue:
La citometr´ıa es un proceso en el cual se miden las caracter´ısticas f´ısicas y/o
qu´ımicas de ce´lulas individuales, o por extensio´n, de part´ıculas, biolo´gicas o no, de
taman˜o similar. En la citometr´ıa de flujo estas medidas se hacen mientras las ce´lulas
o part´ıculas pasan a trave´s de un aparato de medida, el cito´metro de flujo, en una
corriente fluida. El “sorter”(separador), o “flow sorter”, es un cito´metro de flujo que
utiliza me´todos ele´ctricos o meca´nicos para desviar y recolectar las ce´lulas (u otras
part´ıculas pequen˜as) de unas caracter´ısticas determinadas que coinciden con el rango
de valores elegido por el usuario.
Figura 1.15: Esquema del primer cito´metro de flujo
en funcionamiento (Gucker Jr et al., 1947).
El primer prototipo conocido de
un aparato parecido a un cito´me-
tro de flujo es de 1934, aunque nun-
ca llego´ a ser construido (Molda-
van, 1934). An˜os despue´s se pre-
sento´ el primer cito´metro que llego´ a
funcionar (Figura 1.15) (Gucker Jr
et al., 1947). Se utilizo´ para detec-
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tar part´ıculas en suspensio´n en el aire en la segunda guerra mundial, aunque su
publicacio´n se retraso´ por motivos militares.
Figura 1.16: Esquema del primer cito´metro de flujo
con Sorter (Kamentsky y Melamed, 1967).
La citometr´ıa de flujo evolu-
ciono´ junto con los ordenadores que
permit´ıan hacer su funcio´n con mu-
cho mayor rendimiento. Otro de los
hitos en la citometr´ıa fue la apa-
ricio´n del sorter (Figura 1.16) que
permite separar f´ısicamente las po-
blaciones de ce´lulas con las carac-
ter´ısticas deseadas.
En la de´cada de los 70 aparecie-
ron los primeros cito´metros comer-
ciales y su uso se ha ido extendien-
do, sobretodo en cl´ınica, para medir
ce´lulas eucariotas.
1.3.1. Principios generales de la citometr´ıa de flujo.
Figura 1.17: Esquema de un cito´metro de flujo.
http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page id=852.
En un cito´metro de flujo (Figura
1.17) la muestra inicial son ce´lulas o
part´ıculas42 en suspensio´n en un l´ıqui-
do. La muestra entra en el circuito del
cito´metro de flujo mediante una bomba
o por diferencia de presio´n y es inyecta-
da dentro de un flujo laminar. El sistema
de flujo laminar es creado por el cito´me-
tro utilizando l´ıquido ajeno a la muestra
y e´ste discurre en la´minas ordenadas sin
mezclarse.
42 Cada ce´lula o part´ıcula que es medida por el cito´metro de flujo es denominada como evento.
1.3. Microbiolog´ıa basada en ce´lulas individuales: Citometr´ıa de flujo. 45
Figura 1.18: Creacio´n del flujo laminar.
http://www.idexx.com
Consigue, de esta forma, que las
part´ıculas o ce´lulas inyectadas en e´l,
se alineen y pasen una detra´s de otra
a trave´s de uno o varios la´ser (Fi-
gura 1.18). Cada part´ıcula desv´ıa de
forma diferente el haz de luz43 y/o
al absorber la energ´ıa de e´sta, emi-
te en diferentes longitudes de onda.
Figura 1.19: Efecto fotoele´ctrico por el que fun-
cionan los receptores de sen˜al del cito´metro de
flujo. http://physics.about.com/
Esta luz resultante del encuentro de
la´ser con la part´ıcula es fraccionada y
filtrada por un sistema de espejos44 y
recogida por sensores (Figura 1.19) que
env´ıan la informacio´n de intensidad a un
ordenador. Dependiendo del cito´metro y
de la muestra, la velocidad de adquisi-
cio´n puede variar entre cientos y miles
de eventos por segundo, recogiendo as´ı,
en cuestio´n de minutos, datos de cientos
de miles de ce´lulas.
Al ordenador llegan, para cada evento, los datos de fluorescencia de cada receptor
y se obtiene una tabla como la Tabla 1.10.
Tabla 1.10: Datos que obtiene el cito´metro
Rojo Amarillo Azul ... Complejidad Taman˜o
Ce´lula 1 2 1 1 ... 2 3
Ce´lula 2 5 2 2 ... 3 2
Ce´lula 3 1 7 1 ... 5 5
Ce´lula 4 1 2 2 ... 4 2
... ... ... ... ... ... ...
43 Difraccio´n, refraccio´n, ...
44 Espejos dicroicos.
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Representacio´n de los datos.
Para representar los datos se suele recurrir a diferentes tipos de gra´ficas que los
hacen ma´s visuales.
Figura 1.20: Representacio´n de los datos de un
para´metro de la citometr´ıa de flujo. El eje Y re-
presenta el nu´mero de eventos con una intensidad
X. https://www.crops.org/
Histograma de un para´metro (Fi-
gura 1.20). Es una gra´fica que represen-
ta el nu´mero de ce´lulas en el eje Y y un
para´metro en el eje X. Este para´metro es
proporcional al voltaje generado por una
luz espec´ıfica detectada por el fotomulti-
plicador (PMT). En otras palabras, cuan-
to mayor es la intensidad de la fluores-
cencia de cada evento, mayor es la sen˜al
representada en el histograma (eje X).
Figura 1.21: Representacio´n de los datos de
dos para´metros de la citometr´ıa de flujo. Ca-
da uno de los ejes representa la intensidad de
un evento en cada uno de los para´metros. El
nu´mero de eventos en cada punto (con la mis-
ma intensidad de fluorescencia en ambos para´me-
tros) se representa con una escala de colores.
http://en.wikipedia.org/
Gra´ficos de dos para´metros (Figu-
ra 1.21). El t´ıpico gra´fico para represen-
tar ma´s para´metros es el dot-plot (gra´fico
de puntos), representando en cada uno de
los ejes un para´metro distinto. A este tipo
de gra´fico se le puede an˜adir una informa-
cio´n de cantidad bien por un densitogra-
ma (el color de cada punto depende del
nu´mero de eventos con estos mismos valo-
res) o bien mediante contornos de cuantil
en donde unas l´ıneas o contornos unen los
valores con el mismo nu´mero de eventos.
Tambie´n pueden representarse los da-
tos utilizando tres para´metros, dando co-
mo resultado representaciones tridimen-
sionales.
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Tipos de datos.
Forward scatter o luz dispersada hacia adelante. El la´ser, al atravesar la
part´ıcula, sufre un proceso de refraccio´n que depende de la longitud de dicha part´ıcu-
la. Como se puede ver en la Figura 1.22 el sensor forward scatter no recibe luz si e´sta
no es desviada, pero a mayor taman˜o de la part´ıcula ma´s cantidad de luz refractada
y mayor intensidad de la sen˜al en el sensor. Por lo que el forward scatter nos da una
idea de taman˜o.
Figura 1.22: Diferencias en la dispersio´n de la luz por diferentes taman˜os de part´ıculas
y la sen˜al recibida en en cito´metro de flujo. http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page id=852
Figura 1.23: Una ce´lula segu´n el nu´me-
ro de elementos en su interior dispersa
en mayor o menor medida el haz de luz.
http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page id=852
Side scatter o luz dispersada late-
ralmente. Otra parte de la luz es re-
flejada al chocar con gra´nulos, membra-
nas, etc (Figura 1.23), a mayor hetero-
geneidad de la part´ıcula ma´s luz es re-
flejada (sufre difraccio´n). Por lo tanto el
side scatter nos da una idea de la com-
plejidad de la part´ıcula.
Solo con el uso de el forward scatter
y el side scatter se pueden diferenciar
las poblaciones de linfocitos, monocitos
y granulocitos sin necesidad de tincio´n o
tratamiento (Figura 1.24).
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Figura 1.24: Representacio´n de un histograma de dos para´metros y la po-
sicio´n de diferentes ce´lulas sangu´ıneas en el segu´n el forward scatter (Ta-
man˜o) y el side scatter (Complejidad). http://www.pathology.vcu.edu/ y
http://www.rnceus.com/cbc/cbcwbc.html
Fluorescencia. Las sondas fluorescentes permiten detectar los componentes mar-
cados de forma sensible y selectiva.
La fluorescencia es el resultado de un proceso de tres fases que ocurre a las
mole´culas llamadas fluoro´foros. El proceso responsable de la fluorescencia se puede
observar en la Figura 1.25.
Figura 1.25: El diagrama de Jabloski ilustra el proceso involucrado en la creacio´n de
un electro´n excitado debido a absorcio´n de luz y a la posterior emisio´n de fluores-
cencia. http://www.calm.ed.ac.uk/left%20nav%20page-fluorescence%2001.html
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Etapa 1: Excitacio´n. Un foto´n de energ´ıa hvEX que proviene de una fuente
exterior, como una la´mpara incandescente o un la´ser, es absorbido por el fluoro´foro
y excita a un electro´n.
Etapa 2: Estado excitado. El estado excitado existe un tiempo limitado45.
Durante este tiempo el fluoro´foro pasa por cambios conformacionales y esta´ expuesto
a multitud de interacciones con mole´culas de su entorno. Estos procesos tienen dos
importantes consecuencias. La primera es que la energ´ıa absorbida se disipa parcial-
mente46, resultando as´ı un estado excitado de menor energ´ıa. El “Quantum yield” es
la ratio entre el nu´mero de fotones emitidos (en la etapa 3) y el nu´mero de electrones
absorbidos (en la etapa 1).
Etapa 3: Emisio´n de fluorescencia. Se emite un foto´n de energ´ıa hνEM ,
devolviendo al fluoro´foro a su estado relajado S0. Debido a la energ´ıa de disipacio´n
durante el estado excitado, esta energ´ıa es menor y por lo tanto su longitud de onda es
mayor que la del foto´n de excitacio´n hνEX . La diferencia de energ´ıa o de longitud de
onda, representada por hνEX-hνEM es conocida como “Stokes shift”. Esta diferencia
es fundamental para la sensibilidad de las te´cnicas de fluorescencia debido a que
permite la deteccio´n de los fotones emitidos sin el ruido de fondo de los fotones de
la fuente de excitacio´n.
Figura 1.26: La excitacio´n de un fluro´fo-
ro a diferentes longitudes de onda (EX 1,
EX 2, EX 3) no cambia el espectro de emi-
sio´n pero varia la intensidad de la emi-
sio´n (EM 1, EM 2, EM 3) que correspon-
de a la amplitud del espectro de excitacio´n.
http://zt.invitrogen.com/
Espectro de fluorescencia. El proce-
so de la fluorescencia es c´ıclico, generando
miles de fotones a partir de un fluoro´foro.
Este hecho es fundamental para la alta sen-
sibilidad de las te´cnicas de deteccio´n de fluo-
rescencia. En la Figura 1.26 se pueden obser-
var los espectros de excitacio´n y emisio´n. El
ancho de banda es un para´metro importante
para las aplicaciones donde se utilizan varios
fluoro´foros.
45 T´ıpicamente 1-10 nanosegundos.
46 Incluso puede disiparse completamente mediante otros procesos como el quenching o el FRET.
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En el caso de que haya part´ıculas/ce´lulas que emitan autofluorescencia, o este´ mar-
cada con fluoro´foros, y el la´ser sea capaz de excitarlas, la emisio´n podra´ ser captada
por el sensor correspondiente. Utilizando espejos dicroicos47 y filtros se consigue
dirigir longitudes de onda espec´ıficas a cada receptor, y estos sensores medira´n la
cantidad de luz emitida a ciertas longitud de onda. De esta manera se consigue de-
terminar la presencia de, por ejemplo, clorofilas, carotenoides o DNA ten˜ido con
DAPI48.
Gating.
El gating (Figura 1.27) permite seleccionar una subpoblacio´n de ce´lulas con unas
condiciones49 espec´ıficas y resaltarlos en otras gra´ficas o restringir el ana´lisis a po-
blaciones de intere´s.
Figura 1.27: Efecto de diferentes gates del forward-scatter plot en el orange-green
plot. http://www.springerimages.com/
47 Permiten que ciertas longitudes de onda los atraviesen y reflejan otras.
48 4’,6-diamidin-2-fenilindol.
49 Intensidad de sen˜ales en diferentes PMTs.
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Sorting.
Figura 1.28: Diagrama de los componentes prin-
cipales de un sorter. http://cba.musc.edu/
El sorter permite separar f´ısicamente
los eventos que cumplen las caracter´ısti-
cas seleccionadas por el investigador. El
cito´metro mide las sen˜ales que provienen
de cada evento. El fluido en el que van
inmersos los eventos atraviesan una bo-
quilla que vibra de forma constante. Es-
ta vibracio´n rompe siempre en el mismo
punto el fluido en gotas independientes.
El sorter esta´ calibrado para reconocer
estas distancias y saber en que´ gota va el
evento medido. Segu´n los para´metros de
cada evento y segu´n el gating determina-
do por el operador, las gotas que reu´nan
unas determinadas caracter´ısticas sera´n
cargadas positiva o negativamente, y al pasar por un campo electromagne´tico se
desviara´n segu´n su carga y se dirigira´n a un tubo u otro (Figura 1.28). En resumen,
el operador puede elegir mediante el gating los eventos a separar.
1.3.2. Uso general de la citometr´ıa.
Una de las aplicaciones ma´s comunes en citometr´ıa de flujo es en cl´ınica para
medir ce´lulas sangu´ıneas humanas, pero esta´ amplia´ndose su campo de aplicacio´n y
se empieza a utilizar extensamente en microbiolog´ıa.
Aplicaciones de la citometr´ıa de flujo.
Mediante citometr´ıa de flujo se puede:
Monitorizar la biomasa de auto´trofos en una comunidad (Figura 1.29) (Durand
et al., 2001).
Obtener tasas de crecimiento y actividad metabo´lica (Del Giorgio et al., 1997).
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Determinar que´ bacterias utilizan cierto metabolito (Lomas et al., 2011).
Determinar el momento en que se expresa y cua´ndo se activa cierta prote´ına
(Jochem et al., 2000).
Determinar relaciones de predacio´n entre microorganismos (Sherr et al., 2002).
Separar ce´lula a ce´lula para realizar “single cell genomics” (Stepanauskas y
Sieracki, 2007).
Ver cambios en comunidades enteras (Gu¨nther et al., 2009).
Estudiar co´mo afecta un antibio´tico a la membrana de una bacteria (Novo
et al., 2000).
etc.
Figura 1.29: Calibracio´n del forward scatter y el taman˜o de diferentes bacterias y
eucariotas y la serie temporal de las concentraciones de dos bacterias en medio marino
(Durand et al., 2001).
Cap´ıtulo 2
Objetivos
La elevada complejidad de la microbiota intestinal humana deja insuficientes las
metodologias de secuenciacio´n masiva. La combinacio´n de estas metodolog´ıas con
la citometr´ıa de flujo puede dar informacio´n tanto estructural como funcional sobre
esta comunidad microbiana.
Los objetivos de esta tesis son utilizar la citometria de flujo para abordar distintos
problemas no resueltos por me´todos de NGS.
1. Caracterizar la estructura poblacional de las bacterianas mayoritarias y mi-
noritarias mediante hibridacio´n fluorescente in situ (FISH) sobre filogrupos
espec´ıficos. Se separara´n fracciones bacterianas concretas mediante citometr´ıa
de flujo y se estudiara´ la estructura taxono´mica de dichas fracciones mediante
secuenciacio´n del gen ribosomal 16S utilizando librerias de clones y sanger.
2. Estudiar la variacio´n de componentes celulares (DNA y RNA) a lo largo del
ciclo celular bacteriano mediante citometr´ıa de flujo.
3. Identificar y caracterizar la fraccione activa de la microbiota intestinal humana.
Se separara´n fracciones bacterianas concretas mediante citometr´ıa de flujo y se
estudiara´ la estructura taxono´mica de dichas fracciones mediante secuenciacio´n
del gen ribosomal 16S utilizando pirosecuenciacio´n.
4. Estudiar las relaciones entre la microbiota intestinal humana y el sistema in-
mune. Se separara´n fracciones bacterianas concretas mediante citometr´ıa de
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flujo y se estudiara´ la estructura taxono´mica de dichas fracciones mediante
secuenciacio´n del gen ribosomal 16S utilizando pirosecuenciacio´n.
Cap´ıtulo 3
Material y Me´todos
Esta tesis tiene un fuerte componente metodolo´gico. Por ello, hemos hecho una
descripcio´n precisa de los me´todos utilizados. En la mayor´ıa de los casos ha supuesto
una puesta apunto de los mismos, ya que no se dispon´ıa de esta tecnolog´ıa en el
grupo de geno´mica y salud del CSISP.
3.1. Separacio´n de la microbiota por filogrupos.
Recoleccio´n y preparacio´n de la muestra (FS).
Se recolecto´ una muestra de heces de un voluntario sano, en un contenedor de
30mL con rosca (25x90 mm; PP SPOON; DELTALAB), con 8mL de PBS (Phosp-
hate Buffer Saline, Sigma-Aldrich #P4417-100TAB) este´ril. La muestra se llevo´ al
laboratorio en menos de 24 horas y se almaceno´ a -80C. Alrededor de un gramo de
materia fecal fue homogeneizado mediante un vortex (2min). La suspensio´n fecal fue
centrifugada (5.500rcf) durante 15min con el fin de sedimentar los agregados, fibras
y otros restos so´lidos no digeridos. El sobrenadante se pipeteo´ y se separo´ en otro
tubo. E´ste se centrifugo´ (7.500rcf) durante 2min para recoger las ce´lulas microbianas
de la suspensio´n fecal. El pellet se limpio´ dos veces en PBS (fraccio´n FS, por “fecal
suspension”).
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Obtencio´n de las ce´lulas desagregadas mediante gradiente dis-
continuo (R).
Figura 3.1: Separacio´n mediante gradiente de densidad. En b se muestran las diferen-
tes fases que aparecen despue´s de la centrifugacio´n. En a y c se muestra fotograf´ıas
tomadas por microscopia de fluorescencia de ce´lulas marcadas con DAPI del estrato
R y el pellet respectivamente.
Las heces contienen materiales no digeridos, fibras y agregados que pueden blo-
quear la flu´ıdica del cito´metro. Con el objeto de evitarlo hemos optimizado un me´todo
de centrifugacio´n en gradiente discontinuo. E´ste nos permite obtener ce´lulas bacte-
rianas sueltas desde una suspensio´n fecal, eliminando as´ı toda la fraccio´n ma´s gruesa
y agregada. Este me´todo ha sido empleado para la obtencio´n de bacterias a partir de
muestras de suelo (Podar et al., 2007). El gradiente utilizado esta´ formado median-
te dos fases de concentraciones distintas de Hystodenz (Sigma-Aldrich #D2158) en
PBS. El gradiente se crea depositando 2ml del Hystodenz ma´s concentrado (35 %)
en la base y, muy suavemente, colocando otros 2ml al 12 % en la parte superior del
anterior. Encima de estas dos fases se deposita la suspensio´n fecal (FS). Los dos
porcentajes de Hystodenz se han fijado despue´s de una ronda de optimizacio´n con el
objetivo de encontrar las concentraciones que mejor reten´ıan la fraccio´n bacteriana
de muestras de heces (datos no mostrados). En la Figura 3.1 esta´ representado el
fraccionamiento despue´s de la centrifugacio´n (4.000rcf 15min). Por encima de la fase
al 12 % se encuentran restos celulares de baja densidad (a); encima de la fraccio´n
R (“Ring”) se estratifican las ce´lulas bacterianas sueltas (b), exactamente lo que
se necesita para trabajar en citometr´ıa; el pellet esta´ formado principalmente por
agregados y fibras, aunque un gran nu´mero de ce´lulas sigue estando presente (c).
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El PBS superior y la fase de 12 % se eliminaron cuidadosamente con una pipeta.
La siguiente fase, la que esta´ sobre el Histodenz al 35 % y que posee las ce´lulas limpias,
fue aspirada y depositada en un tubo de 1,5mL este´ril. Se lavo´ dos veces con PBS y
finalmente se resuspendio´ en PBS. La centrifugacio´n en gradiente se realizo´ dos veces.
Finalmente las ce´lulas se limpiaron en PBS para eliminar el Histodenz residual, y se
resuspendieron en 900µL de PBS.
Fijacio´n.
Una vez limpias las bacterias se fijaron con formaldehido al 4 % a 4C durante
toda la noche. Las ce´lulas fijadas se limpiaron en PBS para eliminar los restos de
formaldehido. Finalmente se almacenaron en etanol:PBS (50:50) a -20C (fraccio´n
R).
Permeabilizacio´n de la pared celular bacteriana.
Las paredes de las bacterias gram positivas pueden dificultar la entrada de las
sondas al citoplasma (Sekar et al., 2003). Para mejorar la permeabilidad de e´stas, la
muestra se trata con lisozima (Sigma-Aldrich #L7651 aproximadamente 120 u/mg),
aunque este tratamiento podr´ıa debilitar demasiado las paredes de las baterias gram
negativas. Con el objetivo de llegar a un compromiso entre el marcaje de las gram
positivas y la destruccio´n de las gram negativas, se probaron diferentes tiempos de
incubacio´n.
Figura 3.2: Dotplots de muestras hibridadas con sondas del 16S rRNA con diferentes
tiempos de incubacio´n con lisozima (0min, 9min, 15min).
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En la Figura 3.2 se pueden observar ima´genes de citometr´ıa con muestras hi-
bridadas con sondas y diferentes tiempos de tratamiento con lisozima (0min, 9min
15min). Sin dicho tratamiento con lisozima se puede observa co´mo la fluorescencia de
las bacterias en el canal FL1 no se incrementa, lo que indica una escasa penetracio´n
de las sondas al interior de la ce´lula. Con tiempos 9min y 15min se puede obser-
var una mayor fluorescencia y una mejor hibridacio´n. Sin embargo, a tiempo 15min
tambie´n es posible observar una disminucio´n significativa en el nu´mero de ce´lulas.
Una vez optimizado el protocolo queda como sigue. Las ce´lulas de la fraccio´n R
fueron permeabilizadas utilizando un tratamiento con lisozima durante 9min a 37C.
Al finalizar la incubacio´n los tubos se enfriaron en hielo y se lavaron dos veces en
PBS.
Hibridacio´n fluorescente in situ (FISH) de filogrupos bacte-
rianos (LC y HC).
Tabla 3.1: Sondas FISH utilizadas para marcar los phyla Firmicutes y Bacteroidetes.
Sonda Filogrupo Secuencia Referencia
LGC354B Firmicutes CggAAgATTCCCTACTgC (Meier et al., 1999)
Erec482 Grupo Clostridium coccoides-Eubacterium rectale gCTTCTTAgTCARgTACCg (Franks et al., 1998)
Fprau645 Firmicutes CCTCTgCACTACTCAAgAAAAAC (Rochet et al., 2004)
CFB560 Subgrupo de Bacteroidetes WCCCTTTAAACCCART (Osullivan et al., 2002)
CFB719 Mayor parte de la clase Bacteroidetes, algunas Fla-
vobacteria y Sphingobacteria
AGCTGCCTTCGCAATCGG (Weller et al., 2000)
Para el marcaje de Firmicutes y Bacteroidetes se utilizaron varias sondas, mar-
cadas con el fluorocromo Cy5, que cubren la mayor parte de las especies de estos
grupos (Tabla 3.1). Mediante citometr´ıa de flujo separaremos dos fracciones, una
con poca sen˜al en Cy5 “Low Cy5” (LC) y otra con mucha sen˜al en Cy5 “High Cy5”
(HC).
Pruebas con cultivos tipo.
Se utilizaron cultivos de Escherichia coli, Pedobacter aquatilis y Bacillus subti-
llis para probar la hibridacio´n de las sondas a utilizar. En la Figura 3.3 B. subtillis
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Figura 3.3: Imagen de microscopia de fluorescencia de B. subtillis marcado con sonda
FISH con Cy3 como fluorocromo.
Figura 3.4: Gra´ficas de citometr´ıa donde el eje X representa la fluorescencia recogida
en FL1 y el Y en FL4. A la izquierda cultivos de E. coli, P. aquatilis y B. subtillis
mezclados con sondas contra Bacteroidetes y Firmicutes (FL1). En el centro, estos
cultivos con sonda contra 16S rRNA de eubacterias (FL4) y a la derecha con sondas
contra eubacterias (FL4) y contra Bacteroidetes y Firmicutes (FL1).
esta´ ten˜ido con la sonda que marca el grupo Firmicutes con el fluoro´foro Cy3, mien-
tras que en la Figura 3.4 puede observarse el marcaje mediante citometr´ıa de flujo
de las tres bacterias y las sondas del trabajo.
El protocolo final queda como sigue. Las ce´lulas microbianas de los pasos previos
se resuspendieron en 50µL de tampo´n de hibridacio´n (Concentracio´n final de: NaCl
0,9M; TrisHCl 0,02M; SDS 0,01 %). 1µL (0,5µg/µL) de cada sonda se an˜adio´ a
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la mezcla (Tabla 3.1). La hibridacio´n se llevo´ a cabo durante tres horas a 56C.
Para eliminar las sondas unidas inespec´ıficamente, se an˜adio´ 1mL de tampo´n de
hibridacio´n y se aumento´ la temperatura a 58C durante 15min. Se lavo´ dos veces
en PBS y al final se resuspendio´ en 1mL de PBS. Se an˜adio´ 1µL de pironina Y
(Sigma-Aldrich #P9172, 10 mg/mL) a la muestra para la tincio´n del RNA y se
incubo´ durante 20min a 4C. Las ce´lulas hibridadas y ten˜idas fueron limpiadas 2
veces en PBS y se resuspendieron finalmente en 50µL de PBS. Se almacenaron a 4C
para los siguientes pasos de citometr´ıa de flujo.
Tincio´n del RNA (PA).
El taman˜o de las bacterias es muy pequen˜o y en citometr´ıa de flujo es dif´ıcil
diferenciarlas del ruido de fondo. Con el objetivo de resaltar las ce´lulas del ruido,
se realizo´ una tincio´n del RNA. Se probaron tinciones con sondas contra rRNA
espec´ıfico para bacterias y tambie´n con pironina Y espec´ıfica de RNA. Se eligio´ la
tincio´n no espec´ıfica de secuencia y espec´ıfica de RNA para evitar solapamiento de
sondas FISH y una mayor sen˜al. E´sta es la fraccio´n PA (Pironina Y activa).
Separacio´n de las fracciones mediante citometr´ıa de flujo.
La fraccio´n R, obtenida por centrifugacio´n en gradiente discontinuo que se estra-
tifico´ por encima del nivel del 35 %, se ha empleado para la hibridacio´n con sondas
fluorescentes y tincio´n con pironina Y.
El fraccionamiento de la comunidad microbiana mediante citometr´ıa de flujo fue
llevado a cabo utilizando el MoFloTM XDP Cell Sorter. 1µL de cada muestra fue
diluido en 10mL de PBS (filtrado por 0,5µL para la citometr´ıa de flujo). La fluores-
cencia emitida por la pironina Y se detecto´ con el canal FL2. El FL8 se utilizo´ para
detectar la fluorescencia emitida por las sondas con Cy5.
Las ce´lulas de la fraccio´n R que contienen RNA se marcan con pironina Y y emi-
ten fluorescencia detectable en el FL2. Todos los eventos no ten˜idos con pironina Y
(ce´lulas muertas, inactivas o en forma de espora as´ı como los desechos) no pasaron el
discriminador y se eliminaron. Un experimento control para determinar el nivel del
discriminador fue llevado a cabo con muestra no ten˜ida. Esto restringe el ana´lisis a
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Figura 3.5: Histograma de la fluorescencia emitida por las sondas de hibridacio´n. Los eventos
esta´n filtrados por FL2, tenie´ndose en cuenta so´lo aquellos que tengan sen˜al elevada en pironina Y.
La l´ınea blanca representa el perfil de los eventos de un control negativo (muestra sin marcar con
sondas). En gris oscuro se puede observar la distribucio´n de los eventos de la muestra. Mediante
HC, LC y PA se marcan las ventanas (gates) utilizados en la separacio´n (las fracciones HC y LC
se separaron en un sorting y la PA en otro.).
las ce´lulas con alta concentracio´n de RNA. Se llevo´ a cabo un control negativo con
pironina Y y no hibridado con sondas Cy5 para determinar la posicio´n de las fraccio-
nes de ce´lulas no hibridadas (LC) y las hibridadas (HC) (Figura 3.5, linea blanca).
Se recogieron las tres fracciones de ce´lulas: i) ce´lulas marcadas con pironina Y (PA),
ii) ce´lulas con baja fluorescencia en Cy5 (LC), y iii) ce´lulas con alta fluorescencia
en Cy5 (HC). Estas fracciones se recogieron en tubos de pla´stico este´riles para las
aplicaciones posteriores (Figura 3.5, panel PA).
Extraccio´n del DNA.
La extraccio´n de DNA de todas las fracciones se llevo´ a cabo mediante el me´todo
CTAB (Ausubel et al., 1992).
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Secuenciacio´n Sanger.
El gen para la subunidad pequen˜a del ribosoma se amplifico´ para cada fraccio´n
utilizando los cebadores universales 27F y 1492R (Lane et al., 1991; Yakimov et al.,
2004). Los productos de PCR se purificaron con las placas de filtrado “NucleoFastR©
96 PCR filter plates” (Macherey Nagel #74310050) y se clonaron con el kit “TOPOR©
XL PCR cloning kit” (Invitrogen #K4700) siguiendo las indicaciones del fabricante.
PCR de colonia.
Se cultivaron a 37C 24 horas en placa en LB agar con IPTG, Xgal y kanamicina
para seleccionar las colonias con pla´smido e inserto y se seleccionaron las colonias
blancas con las que se realizo´ una reaccio´n de PCR (Tablas B.1 y B.2).
Secuenciacio´n.
Tabla 3.2: Fracciones utilizadas, ce´lulas obtenidas y nu´mero de clones por fraccio´n.
Fraccio´n Descripcio´n Nu´mero de ce´lulas Nu´mero de clones
FS Fecal Suspension N/A 133
R 12 % - 35 % del gradiente N/A 141
PA Ce´lulas ten˜idas con pironina Y 113.145 181
LC Baja fluorescencia Cy5 125.574 159
HC Alta fluorescencia Cy5 190.008 96
N/A: No aplicable
Se determino´ que´ clones ten´ıan vector mediante amplificacio´n PCR con los ce-
badores M13R y M13R. Los clones positivos fueron secuenciados utilizando el kit
“BigDye Terminator V3.1” y el cebador 27F. En la Tabla 3.2 se pueden observar el
nu´mero de clones.
Ana´lisis bioinforma´tico.
Las secuencias Sanger se obtuvieron en el servicio de secuenciacio´n de la univer-
sidad de Valencia (SCSIE).
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La asignacio´n taxono´mica.
Las secuencias fueron corregidas manualmente utilizando el programa Gap4 del
paquete Staden (Staden y Beal, 2000) y se comprobaron las quimeras mediante la
herramienta ChimeraCheck de Ribosomal Database Project (Cole et al., 2003). La
asignacio´n filogene´tica fue llevada a cabo por el RDP-classifier del RDP (Wang
et al., 2007). El dataset final fue desreplicado utilizando el programa CD-HIT-EST
con 99 % de similaridad y el 90 % de solapamiento (Li y Godzik, 2006).
Nu´mero de acceso de las secuencias.
Las secuencias se depositaron en la base de datos de GenBank con nu´meros de
acceso del GU939195 al GU939593.
3.2. Ciclo Celular.
Prueba de concentraciones DAPI y pironina Y.
Para estas pruebas se ha empleado la cepa de E. coli K12. Las concentraciones
de pironina Y utilizadas son 0,2; 0,5; 1,0 y 5,0 µM . La concentracio´n de DAPI es de
0,24µM.
E. coli ten˜ida en concentraciones crecientes de pironina Y no se satura al menos
hasta 5µM (Figura 3.6). La concentracio´n de 2µM es suficiente para diferenciar
la poblacio´n ten˜ida de las ce´lulas sin ten˜ir. Evitar concentraciones muy elevadas
disminuye las uniones inespec´ıficas1 reduciendo tambie´n el ruido de fondo (Guilbault,
1990).
La tincio´n con DAPI no se ve afectada por las concentraciones de pironina Y de
0,2µM y 1,0µM, y so´lo ligeramente por la concentracio´n de 5,0µM (Figura 3.7). Se
fija entonces a 2µM la concentracio´n o´ptima de pironina Y ya que concentraciones
superiores podr´ıan afectar a la tincio´n con DAPI.
1 Tanto a otras mole´culas de la propia muestra como interacciones con otros colorantes.
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Figura 3.6: Cultivo de E. coli en LB durante 24 horas ten˜ido en concentraciones crecientes de
pironina Y.
Figura 3.7: Cultivo de E. coli en LB durante 24 horas ten˜ido en concentraciones crecientes de
pironina Y y 0,24µM de DAPI. Se muestran las gra´ficas de citometr´ıa FL2-FS (Pironina Y-Taman˜o)
en la parte superior y FL4-FS (DAPI-Taman˜o) en la inferior.
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Tincio´n en otras especies.
El comportamiento de la tincio´n final se probo´ en las siguientes especies bacte-
rianas: Acidovorax facilis, B. subtillis, Lactobacillus spp., Xanthomonas campestris.
En la Figura 3.8 se puede observar el comportamiento de la tincio´n con PY-DAPI
en diferentes especies bacterianas y con las mezclas de e´stas a la misma OD. Pueden
distinguirse diferencias de taman˜o, cantidad de DNA y de RNA. En la mezcla se
pueden distinguir las diferentes especies. Tambie´n se observa una mayor concentra-
cio´n de las especies ma´s pequen˜as debido a que, para alcanzar una misma OD, e´stas
necesitan un mayor nu´mero de ce´lulas.
Figura 3.8: Cultivos de varias bacterias en LB durante 24 horas ten˜ido con pironina
Y y DAPI. Se muestran las gra´ficas de citometr´ıa del SS-FS (Complejidad-Taman˜o),
FL4-FS(DAPI-Taman˜o) y FL2-FS (Pironina Y-Taman˜o).
Prueba de la especificidad de la pironina Y.
Se probaron diferentes tiempos de cultivo para maximizar la sen˜al y obtener un
control o´ptimo, para determinar el funcionamiento de la RNasa. En la Figura 3.9
pueden observarse las ima´genes de citometr´ıa de las diferentes pruebas. La sen˜al de
pironina Y es mayor con 3h de cultivo. La azida so´dica da una sen˜al ma´s homoge´nea
teniendo en cuenta la fluorescencia en pironina Y, que podr´ıa ser debido a que la
ce´lula viva impidiese la entrada del colorante o lo bombeara fuera. El etanol modifica
el taman˜o de las ce´lulas, pero no disminuye la sen˜al de pironina Y, y teniendo en
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Figura 3.9: En la figura pueden observarse diferentes medios, condiciones de cultivo
y fijacio´n de E. coli y las gra´ficas FL2-FS (Pironina Y - Taman˜o) de la muestra
ten˜idas con pironina Y.
cuenta que podr´ıa ser importante para mejorar la permeabilidad de la membrana es
el que finalmente se utilizo´. As´ı, la enzima que degradara´ el RNA podra´ entrar al
interior de la ce´lula.
En la Figura 3.10 puede observarse co´mo al administrar un tratamiento de RNasa
a la bacteria la sen˜al en pironina Y disminuye considerablemente. Esto indica que no
hay unio´n inespec´ıfica y que la sen˜al que se observa es debida al RNA intracelular.
RNasa en otras especies bacterianas.
Se probo´ el mismo protocolo de la RNasa utilizado en E. coli en otras especies
bacterianas. En la Figura 3.11 puede observarse co´mo, al aplicar la RNasa en Lac-
tobacillus spp. y B. subtillis, disminuye una parte de la sen˜al mientras que la otra
permanece en el mismo sitio. Esto puede ser debido a dos cosas: la RNasa no afecta
a toda la poblacio´n, o bien, la pironina Y se une a otra mole´cula que no es RNA.
En el caso de A. facilis (Figura 3.12) la sen˜al que aumenta por la pironina Y
no parece disminuir por la RNasa. Esta sen˜al no es excesiva y deber´ıan probarse
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otras condiciones do´nde la sen˜al sea ma´s alta, por ejemplo consiguiendo una mayor
cantidad de RNA probando otras condiciones de cultivo, tiempos de muestreo, etc.
En la Figura 3.12 X. campestris parece comportarse como E. coli, aunque con una
menor sen˜al de partida y con un comportamiento de la sen˜al de DAPI que tambie´n
disminuye. Ser´ıa recomendable intentar conseguir una mayor sen˜al para comprobar
con una mayor confianza la hipo´tesis.
Curva de crecimiento.
Se cultivo´ E. coli K12 con un pla´smido con resistencia a ampicilina en 50mL de
LB a 37C con agitacio´n. Durante 10 horas, en intervalos de una hora. A las 24 horas
se recogio´ una muestra del cultivo, midie´ndose la OD y fija´ndose en azida so´dica.
Posteriormente se almaceno´ a 4C durante toda la noche.
Con cada muestra se realizo´ una tincio´n de DAPI y Pironina Y y se midio´ me-
diante citometr´ıa de flujo. Los archivos producidos por el cito´metro se analizaron
utilizando el programa ofrecido por la compan˜ia del cito´metro de flujo y posterior-
mente utilizando el paquete FlowCore y FlowViz de R (Ellis et al., 2009; Gentleman
y Temple Lang, 2004; R-Team, 2010; Sarkar et al., 2008).
Figura 3.10: Efecto de la RNasa. Las gra´ficas representan la fluorescencia en pironina
Y frente al taman˜o.
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Figura 3.11: Densitogramas pironina Y - FSC (superior) y DAPI - FSC (inferior) con
Lactobacillus spp. (izquierda) y B. subtilis (derecha) ten˜idos con DAPI (izquierda),
DAPI y pironina Y (centro) y DAPI y pironina Y tratadas con RNasa (derecha).
Figura 3.12: Densitogramas pironina Y - FSC (superior) y DAPI - Taman˜o (inferior)
con Acidovorax facilis y Xanthomonas campestris ten˜idos con DAPI (izquierda),
DAPI y pironina Y (centro) y DAPI y pironina Y tratadas con RNasa (derecha).
3.3. Microbiota intestinal activa.
RNA en inanicio´n y cultivo enriquecido.
Se cultivo´ E. coli en LB durante 24h y despue´s de limpiar el cultivo en PBS
se cultivo´ en medio M9 durante una semana. Una parte se fijo´ con formaldehido y
se marco´ con pironina Y (E. coli en inanicio´n) y el resto se volvio´ a cultivar en LB
durante 24 horas. Tras este tiempo se fijo´ con formaldehido y se marco´ con pironina Y
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(E. coli “recuperada”). Ambas E. coli marcadas se midieron mediante un cito´metro
de flujo (FC500) (Figura 3.13).
Figura 3.13: Dot-plots del experimento de inanicio´n. El eje y (FL2) recoge la fluo-
rescencia de la pironina Y, que marca la cantidad de RNA. La parte superior es un
cultivo de E. coli en medio mı´nimo y la parte inferior un ino´culo del anterior en LB.
A la izquierda sin marcar y a la derecha con Pironina Y.
Recoleccio´n y preparacio´n las muestras (FS).
Se recogieron muestras fecales de 4 voluntarios “sanos” (3♂y 1♀) entre 25 y 35
an˜os y residentes en Valencia y siguen una dieta mediterra´nea. Los voluntarios han
presentado su consentimiento informado. El estudio se aprobo´ por el comite´ e´tico y de
investigacio´n del “Centro Superior de Investigaciones en Salud Pu´blica” (CSISP) de
Valencia, Espan˜a. Ninguno de los voluntarios ten´ıa enfermedades intestinales diag-
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nosticadas, ni hab´ıan tomado antibio´ticos recientemente. Las muestras se recogieron
en un contenedor de 30mL con rosca (25x90 mm; PP SPOON; DELTALAB), con
8mL de RNAlater (Ambion #AM7020) para preservar el RNA. La muestra se llevo´ al
laboratorio en menos de 24 horas y se almaceno´ a -80C. Alrededor de 1g de material
fecal fue homogeneizado mediante un vo´rtex (2min). La suspensio´n fecal fue centri-
fugada (800rcf) durante 2min con el fin de precipitar los agregados, fibras y otros
restos so´lidos no digeridos. El sobrenadante se separo´ en otro tubo. Este se centri-
fugo´ a 7.500rcf durante 7min para recoger las ce´lulas microbianas de la suspensio´n
fecal. El pellet se limpio´ dos veces en PBS. Una al´ıcuota de la FS se almaceno´, para
considerarla como control de la microbiota total de cada muestra y para describir la
comunidad microbiana fecal (como las aproximaciones esta´ndar de metageno´mica).
Obtencio´n de las ce´lulas desagregadas mediante gradiente dis-
continuo (R).
Para la obtencio´n de la fraccio´n bacteriana se ha empleado el protocolo basado
en centrifugacio´n en gradiente discontinuo explicado en la pa´gina 56.
Fijacio´n.
Como ya se ha explicado en la pa´gina 57, una vez limpias las bacterias, se fijaron
con formaldehido al 4 % a 4C durante toda la noche. Las ce´lulas fijadas se limpiaron
en PBS para eliminar los restos de formaldehido. Finalmente se almacenaron en
etanol:PBS (50:50) a -20C (fraccio´n R).
Permeabilizacio´n de la pared celular bacteriana.
Una submuestra de 100µL de ce´lulas de la fraccio´n R, con una densidad o´ptica
(OD600) alrededor de 1, fue permeabilizada con lisozima, siguiendo el mismo proto-
colo de la pa´gina 58.
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Hibridacio´n fluorescente in situ (FISH) de filogrupos bacte-
rianos (LC y HC).
La hibridacio´n se realizo´ con las mismas sondas y siguiendo el mismo protocolo
de la pa´gina 58. El intento de distinguir entre grupos de Firmicutes y Bacteroidetes
del resto, no funciono´ como se esperaba. Las sondas no hibridaron resultando una
distribucio´n indiferenciada entre HC y LC.
Tincio´n del RNA (PA).
Se an˜adio´ 1µL de pironina Y (Sigma-Aldrich #P9172, 10mg/mL) a la muestra
para la tincio´n del RNA y se incubo´ 20min a 4C. Las ce´lulas hibridadas y ten˜idas
se limpiaron dos veces en PBS y se resuspendieron finalmente en 50µL de PBS. Se
almacenaron a 4C para los siguientes pasos de citometr´ıa de flujo.
Separacio´n de las fracciones mediante citometr´ıa de flujo.
El fraccionamiento de la comunidad microbiana mediante citometr´ıa de flujo se
llevo´ a cabo utilizando el MoFloTM XDP Cell Sorter. El filtro de emisio´n fue el
580/30. El trigger estaba en FL2. Los la´ser eran el Argon 488nm (azul) (200mW de
potencia) y 635nm (rojo) diode la´ser (25mW power). Los la´ser se alinearon usando
las bolitas Flow-CheckTM (10µm) y Flow-SetTM (3µm) de Beckman Coulter.
Figura 3.14: Gra´ficos de citometr´ıa FL2 (pironina Y) - FL8 (Cy5). A) Muestra de heces sin tincio´n.
B) Muestra de heces con pironina Y. C) Muestra de heces con pironina Y y con el discriminador
en FL2 activado para eliminar las bacterias no marcadas.
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1µL de cada muestra fue diluido en 10mL de PBS (filtrado por 0,2µL para la
citometr´ıa de flujo). La fluorescencia emitida por la pironina Y se detecto´ con el
canal FL2. Se realizaron controles para determinar el nivel del discriminador con
muestras sin ten˜ir con pironina Y (Figura 3.14). Todas las part´ıculas no ten˜idas con
pironina Y (esporas, ce´lulas inactivas o muertas y desechos) fueron discriminadas y
eliminadas. Esto restringe el ana´lisis a las ce´lulas con gran concentracio´n de RNA.
Fraccio´n llamada PA (Figura 3.14). El nu´mero de ce´lulas separadas en cada fraccio´n
se reportan en la Tabla 4.1.
Intentamos separar las ce´lulas ten˜idas con Cy5, obteniendo ce´lulas sin sondas
(LC) y ce´lulas con sondas (HC). Todas las fracciones fueron separadas en tubos de
pla´stico este´riles para las aplicaciones siguientes.
Extraccio´n del DNA.
La extraccio´n de DNA de todas las fracciones fue llevada a cabo usando el me´todo
CTAB (Ausubel et al., 1992).
Secuenciacio´n 454.
El 16S rDNA de cada fraccio´n fue amplificado usando los cebadores universales
27F y 530R (Lane et al., 1991). A estos cebadores se les an˜adio´ un identificador
de muestra multiplex identifier (MID) y un “PERMUTAG”(WGNGNNGW) (Peris-
Bondia et al., 2011), una sen˜al combinatoria para discriminar entre las secuencias
artefacto del 454 (Niu et al., 2010). Los PERMUTAGs permiten 256 combinaciones,
pudiendo as´ı discriminar entre los productos de PCR originados desde la misma
amplificacio´n. Se trata de no eliminar las secuencias que siendo ide´nticas, no poseen
el mismo PERMUTAG. La estructura final de cada cebador fue MID-PERMUTAG-
TC(linker)-Primer (Tabla 3.3).
Los productos de PCR de cada fraccio´n muestra se purificaron con “NucleoFastR©
96 PCR filter plates” (Macherey Nagel #74310050), se mezclaron en concentraciones
equimolares y se secuenciaron por pirosecuenciacio´n mediante 454 (Roche) en 1/8
de placa (Titanium chemistry).
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Tabla 3.3: Multiplex Identifiers (MIDs) list
MID Secuencia
MID1 TAACCAACC
MID2 TAACCGGAA
MID3 TAACCTTCC
MID4 TAAGCCGAA
MID5 TAAGCGGAT
MID6 TAAGGTTCC
MID7 TAATACGCC
MID8 TACACCACA
MID9 TACATCTCT
MID10 TACAGACTC
MID56 TGAAGTGCA
MID57 TGACAGAGT
MID58 TGAGATGTG
MID59 TGAGTGACA
MID60 TGATCTGCA
MID61 TGCAACGAA
MID62 TGCATAATG
MID63 TGCCGTAAT
MID64 TGCGGTTAT
MID65 TGCTACCAA
Estructura final.
Forward:
MID - WGNGNNGW (Permutag) - TC (linker) - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
(Forward Primer (Lane et al., 1991))
Reverse:
MID - WGNGNNGW (Permutag) - TC (linker) - CCGCGGCKGCTGGCAC
(Reverse Primer, (Lane et al., 1991))
Ana´lisis bioinforma´tico y estad´ıstico.
Cada fraccio´n fue inicialmente desreplicada usando software CDHIT (Li y Godzik,
2006) para eliminar las lecturas con la misma longitud de secuencia, considerando el
Permutag como parte de la secuencia. Los MIDs y las PERMUTAGs fueron elimina-
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dos dejando una base de datos de 42.582 lecturas limpias con una longitud media de
492 nucleo´tidos. La asignacio´n filogene´tica fue llevada a cabo con software desarrolla-
do ad-hoc en nuestro laboratorio y basado en el algoritmo de last common ancestor
(LCA) (disponible en la pa´gina web https://github.com/emepyc/Blast2lca).
El ana´lisis descriptivo y estad´ıstico fue llevado a cabo con el paquete estad´ıstico
R (R-Team, 2010).
El ana´lisis de la varianza (Tabla 4.2) se realizo´ con una tabla normalizada de
taxonomı´a, teniendo las muestras en filas y columnas. Se calcularon las distancias de
Bray-Curtins. La matriz obtenida fue usada para realizar el ana´lisis de la varianza
seguido por varios criterios de agrupacio´n. “ACTIVAS vs TOTALES” muestra los
ana´lisis de la varianza, donde las fracciones ACTIVAS son aquellas que han sido
marcadas con pironina Y (PA, LC y HC) y las fracciones TOTALES son FC y R.
De la lista ordenada por abundancia de las familias se tomo´ el valor del punto
de inflexio´n como valor limite para distinguir entre las bacterias sobrerepresentadas
(ORB) y las infrarepresentadas (URB). Los datos de distribuciones relativos a las
fracciones activas (HC, LC y PA) y a las fracciones totales (R y FS) se resumieron y
los valores de las medias se utilizaron para realizar el Welch Two Sample t-test con
una adaptacio´n de la Student’s t-test al uso con muestras con varianzas diferentes.
Los datos de citometr´ıa de flujo fueron analizados usando los paquetes de R
flowCore y flowViz de Bioconductor (Ellis et al., 2009; Gentleman y Temple Lang,
2004; R-Team, 2010; Sarkar et al., 2008).
Nu´mero de acceso de las secuencias.
Las secuencias esta´n depositada en la base de datos “Sequence Read Archive” del
NCBI con el nu´mero SRP005393.
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3.4. Microbiota intestinal opsonizada con Inmu-
noglobulina A.
Recoleccio´n y preparacio´n de las muestras.
Se recibio´ muestra a diferentes d´ıas (0,3,10,13) de un enfermo sospechoso de co-
litis asociada a Clostridium difficile. En el d´ıa 3 el paciente empezo´ un tratamiento
con antibio´ticos de amplio espectro que duro´ hasta el d´ıa 10. Alrededor de 1g de
material fecal fue homogeneizado mediante un vo´rtex (2min). La suspensio´n fecal
fue centrifugada (800rcf) durante 2min con el fin de precipitar los agregados, fibras
y otros restos so´lidos no digeridos. El sobrenadante se separo´ en otro tubo. E´ste se
centrifugo´ (7.500rcf) durante 7min para recoger las ce´lulas microbianas de la suspen-
sio´n fecal. El pellet se limpio´ dos veces en PBS. Una submuestra de la suspensio´n
fecal FS se almaceno´, para considerarla como control de la microbiota total de cada
muestras y para describir la comunidad microbiana fecal2.
Fijacio´n.
Se procedio´ como en la pa´gina 57.
Marcaje de las ce´lulas opsonizadas con IgA.
Se marco´ con SYTO62 R© el DNA de la muestra con el objetivo de separar las
bacterias del ruido de fondo. Para marcar las IgA se utilizaron Ig anti IgA humana
marcadas con un fluoro´foro (Invitrogen, Catalog Number 62-7411). Para delimitar el
marcaje espec´ıfico se utilizo´ un control isotipo3 que consiste en un marcador de las
mismas caracter´ısticas pero con target diferente, en este caso anti-mouse (Invitrogen,
Catalog Number M31001). En la Figura 3.15 puede observarse como la muestra sin
marcar no superar ma´s que en casos puntuales la fluorescencia de 1.000. El control
de isotipo se separa un poco de la base y la muestra marcada con Ig anti IgA humana
supera en las ma´ximas concentraciones el nivel del isotipo.
2 Como las aproximaciones esta´ndar de metageno´mica.
3 T´ıpico de inmunolog´ıa.
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Figura 3.15: Density plots donde se muestran el taman˜o (FS.Log) y la fluorescencia
(FL1.Log) de los eventos de la muestra sin marcar, el control isotipo IgA-antimouse
y el IgA-antihuman.
Separacio´n de las fracciones mediante citometr´ıa de flujo.
El fraccionamiento de la comunidad microbiana mediante citometr´ıa de flujo se
llevo´ a cabo utilizando el MoFloTM XDP Cell Sorter. El filtro de emisio´n para recoger
el FITC fue el 520/30 (FL1) y para el SYTO62 R© el 680/30 (FL4). El trigger estaba
en el Side Scatter. Los la´ser eran el Argon 488nm (azul) (200mW de potencia) y
635nm (rojo) diode la´ser (25mW power). Los la´ser se alinearon usando las bolitas
Flow-CheckTM (10µm) y Flow-SetTM (3µm) de Beckman Coulter.
Extraccio´n del DNA.
La extraccio´n de DNA de todas las fracciones fue llevada a cabo usando el me´todo
CTAB (Ausubel et al., 1992).
Secuenciacio´n 454.
La secuenciacio´n se llevo a cabo mediante el protocolo de la pa´gina 72. En este
caso los MIDs an˜adidos fueron como los de la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4: Multiplex Identifiers (MIDs) list
MID Sequencia Tiempo (Dı´as) Fraccio´n
MID1 TCGCTTCCTATC 0 FS
MID2 TCTAATGCGCTC 3 FS
MID3 TCGCTGCTTGTC 10 FS
MID4 TCTACGAACCTC 13 FS
MID5 TCGGATAACGTC 0 IgAPos
MID6 TCTAGCGGAATC 3 IgAPos
MID7 TCGGCGTTATTC 10 IgAPos
MID8 TCTAGGTACCTC 13 IgAPos
Estructura final.
Forward:
MID - TC (linker) - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Forward Primer (Lane
et al., 1991))
Reverse:
MID - TC (linker) - CCGCGGCKGCTGGCAC (Reverse Primer, (Lane et al.,
1991))
Ana´lisis bioinforma´tico y estad´ıstico.
Se han utilizado las herramientas descritas en la pa´gina 73.

Cap´ıtulo 4
Resultados y desarrollo
argumental
4.1. Separacio´n de la microbiota por filogrupos.
4.1.1. Introduccio´n.
Como ya hemos dicho en la introduccio´n, la microbiota intestinal humana pre-
senta una enorme diversidad y, al igual que otras comunidades microbianas, posee
una distribucio´n de especies caracter´ıstica. Unos pocos grupos filogene´ticos son muy
abundantes y el resto, presentes en bajo nu´mero, muestran una diversidad enorme.
Los Firmicutes y los Bacteriodetes, son los phyla mayoritarios y cuentan con una
abundancia media de aproximadamente el 70 % del total de la microbiota. Esto ha
provocado que en los primeros muestreos1 se obtuviesen principalmente secuencias
de estos grupos mayoritarios. La alta dominancia de estos grupos, junto con el desco-
nocimiento del resto y la gran proporcio´n de especies no cultivables, llevo´ a postular
hipo´tesis basa´ndose en su proporcio´n relativa. Un ejemplo de ello es la correlacio´n
de la proporcio´n de Firmicutes/Bacteroidetes con la obesidad (Ley et al., 2005).
Sin embargo, los taxones que esta´n presentes en bajo nu´mero representan un
reservorio de informacio´n gene´tica desconocido hasta el momento. Su interaccio´n
con el hospedador humano puede jugar un papel significativo.
1 Contaban con cientos de secuencias en el mejor de los casos.
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Recientemente, algunos desequilibrios en la microbiota (disbiosis) se han asociado
a un gran abanico de problemas en la salud. Enfermedad inflamatoria intestinal
(Collins et al., 2009), obesidad (Sanz et al., 2008), enfermedades ato´picas, varias
formas de colitis (CAMPIERI, 2001; Guarner y Malagelada, 2003) e incluso autismo
(Finegold, 2008) han sido asociados a alteraciones en la microbiota o a alteraciones
en su interaccio´n con el sistema inmune (Furrie et al., 2006). En cuanto a la obesidad,
Turnbaugh y colaboradores observaron una mayor proporcio´n de Actinobateria que
normalmente esta´ presente en bajo nu´mero y una menor cantidad de Bacteriodetes
(Turnbaugh et al., 2009a).
Tambie´n las enfermedades inflamatorias intestinales, la colitis ulcerosa y la pouchitis
han sido relacionadas con cambios en la microbiota gastrointestinal. Por ejemplo, un
incremento de bacterias anaerobias gram negativas ha sido considerado como una
microbiota potencialmente “dan˜ina”(Tamboli, 2004).
Para estudiar un grupo que este´ en baja proporcio´n en una comunidad se puede
aumentar el esfuerzo de secuenciacio´n, o bien, se puede fraccionar y secuenciar los
grupos obtenidos por separado.
Con las nuevas tecnolog´ıas de secuenciacio´n masiva, alcanzar un gran nu´mero de
secuencias no es una tarea complicada. Au´n as´ı la realizacio´n de “16S rDNA gene
surveys”, utilizando PCR, acarrea distorsiones en la proporciones de las poblaciones
raras (Gonzalez et al., 2012).
Como hemos visto, el 16S rRNA es el gen ma´s utilizado para los estudios filo-
gene´ticos. Marcando este gen, mediante sondas fluorescentes, se pueden diferenciar
Firmicutes y Bacteriodetes del resto de grupos bacterianos (Amann et al., 1995).
Utilizando citometr´ıa de flujo, objetivo del presente cap´ıtulo, separaremos f´ısi-
camente los grupos y posteriormente secuenciaremos el 16S rDNA para observar la
estructura poblacional de cada fraccio´n.
4.1.2. Objetivos.
En e´ste cap´ıtulo planteamos dos objetivos:
1. Desarrollar y optimizar te´cnicas de citometr´ıa de flujo para poder separar sub-
poblaciones deseadas de la microbiota gastrointestinal.
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2. Caracterizar, as´ı, la fraccio´n minoritaria de la microbiota intestinal.
Esquema final de trabajo.
Obtencio´n de las ce´lulas (FS)2
Ó
Limpieza de las ce´lulas (R)
Ó
Fijado y prehibridacio´n
Ó
Marcaje de los Firmicutes y Bacteriodetes mediante FISH (HC y LC3)
Ó
Marcaje del RNA de todas las bacterias mediante Pyronina Y (PA)
Ó
Obtener mediante citometr´ıa de flujo las fracciones PA, HC y LC4
Ó
Obtencio´n de una librer´ıa de clones de cada fraccio´n
Ó
Secuenciacio´n mediante me´todo de Sanger
4.1.3. Resultados.
Las dos primeras librer´ıas de clones, obtenidas desde el producto de PCR (gen
16S rDNA) del DNA extra´ıdo directamente desde FS y R, no presentan diferen-
cias importantes al comparar sus distribuciones de secuencias (Figura 4.1). Como
es t´ıpico, en las distribuciones taxono´micas obtenidas de muestras fecales humanas,
los grupos Firmicutes y Bacteriodetes son los predominantes. Aunque la cobertura
de las librer´ıas de clones obtenidas no es muy alta, se pueden observar un nu´mero
pequen˜o de filogrupos minoritarios. El abordaje de estudio aplicado a la fraccio´n FS
2 Entre pare´ntesis se muestra la “fraccio´n” que se obtiene en este paso y que sera´ secuenciada.
3 La fraccio´n LC se obtendra´ porque las ce´lulas no quedara´n marcadas con la sonda.
4 La muestra procesada en el paso anterior se separa en dos fracciones. De la de la primera se
obtiene la fraccio´n PA y de la segunda se obtienen las fracciones HC y LC. Siendo en total dos
pasos de citometr´ıa de flujo.
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es el protocolo normalmente empleado en la mayor´ıa de los estudios de diversidad
de comunidades microbianas.
La librer´ıa de clones de 16S rDNA realizada a partir de las fracciones separadas
por citometr´ıa cuya emisio´n estaba en el rango de la pironina Y (fraccio´n activa,
PA) mostraba un incremento en el nu´mero de clones relacionados con Proteobacteria
(desde aprox. 0 % hasta el 22 %), y una reduccio´n de la abundancia de Firmicutes y
Bacteriodetes (Figura 4.1).
Figura 4.1: Distribucio´n de los phyla encontra-
das en las fracciones FS, R y PA.
El fraccionamiento de ce´lulas hibri-
dadas con sondas espec´ıficas para ORB
nos ha permitido profundizar en los de-
talles de distribucio´n taxono´mica de las
bacterias sobre-representadas y, por pri-
mera vez, en las distribuciones de las
bacterias infra-representadas. Se obtie-
nen dos fracciones, LC y HC, la primera
con baja emisio´n en Cy5, contiene prin-
cipalmente URB (Figura 3.5 panel LC),
y la segunda, que contiene ce´lulas con
alta fluorescencia en Cy5, mayoritaria-
mente contiene ce´lulas de los ORB (Fi-
gura 3.5, panel HC).
La fraccio´n LC recogio´ alrededor del 73 % de los clones relacionados con Proteo-
bacteria, mientras que Firmicutes y Bacteroidetes se obtuvieron en menor medida
(23 %). Tambie´n se obtuvieron secuencias de otros filogrupos en esta fraccio´n como
OD1, Actinobacteria y Crenarchaeota. La diversidad de Proteobacterias fue tam-
bie´n alta, con la identificacio´n de al menos un clon de 2, 4 y 5 diferentes familias
de Alpha-, Beta- y Gammaproteobacteria respectivamente. Al contrario de lo que se
observa en la fraccio´n LC, la fraccio´n HC agrupa la mayor´ıa de las ce´lulas que emiten
Cy5 y, como es de esperar, e´stas son bacterias que pertenecen a los grupos Firmicu-
tes (70 %) y Bacteroidetes (11 %). Adema´s, en esta fraccio´n tambie´n se encontro´ un
14 % de Proteobacteria.
En las fracciones PA y LC encontramos al menos 14 familias de Proteobacteria,
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Figura 4.2: Composicio´n a nivel de familia de cada fraccio´n (color). En el panel a se
muestran los phyla ma´s representados y en el panel b los menos abundantes.
que contrasta con los dos clones encontrados en la fraccio´n FS. Tambie´n hay que
destacar la disminucio´n de Bacteroidetes (13.6 %) y Firmicutes (5.1 %), as´ı como
el incremento en Proteobacteria (20.1 %) cuando comparas las fracciones FS y PA.
Dentro de Bacteroidetes, las Prevotellaceae y Rickenellaceae son las dos familias
que sufren la reduccio´n ma´s grande (Figura 4.2 a). Sobre los Firmicutes, al menos
4 familias, que previamente se observaban a baja concentracio´n, desaparecen por
completo, mientras que dentro de Clostridiales se observa una menor cantidad de
Ruminococcaceae (Figura 4.2 a). Por otro lado, muchas familias se hacen visibles
cuando la seleccio´n esta´ basada en RNA (fraccio´n PA). Por ejemplo, dentro de los
Firmicutes, se observa un incremento del nu´mero de clones relacionados con Incertae
Sedis XI, XII, XIII, XV, y Veillonellaceae. Adema´s, dentro de Betaproteobacteria,
aparece una poblacio´n dominante formada casi exclusivamente por Alcaligenaceae
cuando se considera la fraccio´n activa PA (Figura 4.2 b).
El resultado ma´s destacable es que el me´todo empleado ha permitido encon-
trar en la fraccio´n LC muchos grupos taxono´micos pertenecientes a bacterias infra-
representadas (Figura 4.2 b). Los clones pertenecientes al phylum Proteobacteria
esta´n relacionados con 12 familias, particularmente Alteromonadaceae, Alcaligena-
ceae, Comamonadaceae, Oxalobacteraceae y Sphingomonadaceae. Tambie´n se han
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encontrado muchas familias representadas solamente por un clon: Beijerinckiaceae,
Burkholderiaceae, Chromatiaceae, Halomonadaceae, Incertae Sedis 7, Methylobac-
teriaceae y Xanthomonadaceae. Cabe destacar que de todas estas familias, ninguna
aparece en las fracciones FS y R, en las cuales no se ha aplicado el me´todo de sepa-
racio´n por niveles de actividad. Otro de los grupos poco representados pertenece a
los phyla de Crenarchaeota, Actinobacteria y OD1.
4.1.4. Discusio´n.
Como es t´ıpico en las muestras fecales humanas, los grupos Firmicutes y Bacte-
riodetes son los predominantes. Sin embargo, y a pesar de que la cobertura de estas
librer´ıas de clones no es muy alta, se puede observar un nu´mero pequen˜o de estos
filogrupos.
Aunque la microbiota intestinal humana esta´ claramente dominada por Firmicu-
tes y Bacteriodetes y se asume que tienen un papel importante en la homeostasis la
relevancia funcional no esta´ necesariamente relacionada con la dominancia nume´rica
y los grupos que esta´n en poco nu´mero pueden jugar un papel fundamental. Por ello
creemos importante desarrollar me´todos como el aqu´ı presentado para detectar y
enriquecer subgrupos espec´ıficos y de intere´s, para poder aplicar ma´s adelante otras
metodolog´ıas de estudio espec´ıficas sobre ellos, como por ejemplo metatranscripto´mi-
ca o metageno´mica.
El protocolo de separacio´n por gradiente elimina de impurezas la muestra. Ser´ıa
de esperar que este proceso afectara a la distribucio´n observada de especies, debido
a diferencias en la agregacio´n de bacterias, en la unio´n a part´ıculas y de densidad,
por poner algunos ejemplos. Sin embargo en nuestros resultados no observamos di-
ferencias significativas de la muestra sin procesar con la muestra limpia mediante
histodenz. En la pa´gina 99 puede observarse esta misma comparacio´n pero con un
mayor nu´mero de muestras y secuencias.
La fraccio´n PA5 y las fracciones R y FS son distintas. La cantidad de RNA
se puede correlacionar con la actividad (Kemp et al., 1993a) y de esta forma la
fraccio´n PA puede considerarse como la parte activa de la microbiota. Esta cuestio´n
se desarrolla con mayor profundidad en los siguientes cap´ıtulos.
5 La fraccio´n PA tiene el RNA marcado con PY.
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Es de destacar que la separacio´n por filogrupos no ha sido perfecta6, el enriqueci-
miento en grupos no-Firmicutes-Bacteriodetes ha sido notable, permitiendo encon-
trar una gran diversidad con un mı´nimo esfuerzo de secuenciacio´n.
Errores y limitaciones conocidas. Cabe destacar dos tipos de errores debidos a
la hibridacio´n. Por un lado, la hibridacio´n inespec´ıfica, que incluir´ıa no-Firmicutes-
Bacteriodetes en la fraccio´n HC, y por otro las bacterias que no se han marcado,
que introducir´ıa Firmicutes-Bacteriodetes en la fraccio´n LC. Segu´n los objetivos del
estudio podr´ıa eliminarse alguno de los errores a costa del otro.
Desarrollo futuro. Se esta´ trabajando en la optimizacio´n y mejora en la de-
teccio´n de los eventos por citometr´ıa en relacio´n con la emisio´n de fluorescencia y
especificidad de los fluorocromos. Esto ayudara´ a desarrollar experimentos de meta-
geno´mica, metatranscripto´mica o proteo´mica de grupos espec´ıficos, lo que sin duda
permitira´ una mayor precisio´n a estos estudios. Adema´s no habra´ que depender de
estudios filogene´ticos para asignar a grupos las secuencias obtenidas7, ya que de esta
forma se podra´ obviar por ejemplo sucesos de transferencia horizontal.
6 Han aparecido Firmicutes y Bacteriodetes en las fracciones donde no se esperaban.
7 Binning.
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4.2. Ciclo celular.
4.2.1. Introduccio´n.
En un sentido muy general, nuestro conocimiento sobre la fisiolog´ıa bacteriana
esta´ limitado, en gran parte, a las especies que se pueden cultivar, ya que es muy
dif´ıcil evaluar las condiciones fisiolo´gicas de comunidades naturales complejas.
Hace unos an˜os, la observacio´n conocida como “The great plate count anomaly”8
llevo´ a Staley y Konopka (1985) a proponer que no somos capaces de cultivar la
mayor´ıa de los microorganismos. Las nuevas tecnolog´ıas de secuenciacio´n lo esta´n
confirmando en la actualidad, ya que la mayor´ıa de las secuencias de 16S rDNA que
aparecen continuamente en las bases de datos pertenecen a especies no cultivables.
Rappe´ y Giovannoni (2003) estimaron que al menos en la mitad de los pyhla bacteria-
nos conocidos no existe ninguna especie cultivable. Eckburg et al. (2005) reportaron,
estudiando la microbiota del tracto gastrointestinal, que el 80 % de las secuencias
pertenece a filotipos que no han sido cultivados.
Otro problema en el estudio de la fisiolog´ıa bacteriana en comunidades naturales
complejas, es que las bacterias tienen una gran capacidad de dispersio´n y es probable
que lleguen a lugares donde no puedan encontrar las condiciones fisicoqu´ımicas com-
patibles con su crecimiento y desarrollo. Es ma´s, las bacterias pueden sobrevivir en
lugares donde las condiciones ambientales no son estables. O simplemente esta´n obli-
gadas a sufrir los cambios de los ciclos naturales9 (Auldridge y Forest, 2011; Lenz y
Søgaard-Andersen, 2011; Pando y van Oudenaarden, 2010). Esto indica que las bac-
terias no esta´n siempre creciendo en condiciones o´ptimas, y cuando esta´n expuestas
a condiciones realmente adversas para su metabolismo, la u´nica alternativa a morir
es entrar en un estado de inactividad o resistencia. De hecho, como ya hemos visto,
podemos encontrar un 20 % de las bacterias en el intestino, un 50 % en el agua, o
incluso un 80 % en el suelo en estado no activo (Lennon y Jones, 2011). Por ello,
simplemente encontrando DNA de una bacteria en un lugar dado, no es un dato su-
ficiente para saber si esta´ activa o en que´ manera lo esta´. Adema´s el comportamiento
8 The great plate count anomaly describe el hecho por el cual solamente una pequen˜´ısima parte
de todos los microorganismos que se pueden observar bajo el microscopio en una muestra dada
crecen en una placa de cultivo.
9 diarios, estacionarios, . . .
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de un microorganismo en un ambiente natural no es so´lo dado por sus capacidades
gene´ticas, sino que esta´ tambie´n bajo el efecto de otras variables como la interac-
cio´n con el ambiente o con otros organismos de la misma comunidad (Hammerstrom
et al., 2011; Livorsi et al., 2011; Reis et al., 2011). Gu¨nther et al. (2009) mostro´ como
las bacterias que acumulan fosfato en condiciones de laboratorio no tienen la misma
funcio´n en condiciones naturales. De hecho, se observo´ que la acumulacio´n de fosfato
la realizaban otras bacterias (Figura 4.3).
Figura 4.3: Patro´n de distribucio´n de DNA y organismos acumuladores de fosfatos
(puntos verdes) (Gu¨nther et al., 2009).
Desde el comienzo de la microbiolog´ıa la mayor´ıa de los estudios de fisiolog´ıa
bacteriana estaban, y au´n esta´n, basados en curvas de crecimiento. Las curvas de
crecimiento nos permiten observar cambios de actividad y han sido usadas desde
siempre para predecir la velocidad y condiciones o´ptimas de crecimiento, ma´ximos de
biomasas, utilizacio´n de nutrientes y otras caracter´ısticas u´tiles para campos como la
microbiolog´ıa alimentaria, procesos industriales e incluso la salud humana (Buchanan
et al., 1997; Science et al., 1990).
Cla´sicamente, el crecimiento bacteriano ha sido principalmente estudiado midien-
do para´metros como la tasa de duplicacio´n, el ma´ximo nu´mero de ce´lulas, el nu´mero
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de colonias, etc. Estos datos han sido usados para construir modelos matema´ticos
y predecir el comportamiento bacteriano bajo diversas condiciones. A menudo, bajo
un ana´lisis ma´s profundo, se ha observado la aparicio´n de subpoblaciones y heteroge-
neidad en cultivos originados a partir de un u´nico clon bacteriano (Shank y Kolter,
2011), lo que aumenta la dificultad para modelizar y predecir.
En un intento de resolver esta complicacio´n se han utilizado cultivos sincro´nicos
para mantener todas les ce´lulas en el mismo estado de crecimiento. Este me´todo
permite llevar a cabo experimentos cuantitativos sobre toda la poblacio´n (Brostrom
y Binkley, 1969; Noack et al., 2008), que son trasladados al caso de ce´lulas u´nicas. De
todas formas, se ha visto que la sincron´ıa so´lo puede mantenerse un nu´mero finito de
generaciones (Mu¨ller et al., 2010). Es ma´s, este tipo de aproximacio´n puede llevarnos
a aceptar conclusiones que pueden no corresponder con el crecimiento real in vivo.
Es interesante, pues, poder estudiar la fisiolog´ıa bacteriana independientemente de
la heterogeneidad en los cultivos.
Como ya hemos dicho anteriormente, la citometr´ıa de flujo es un me´todo que
permite calcular varios para´metros por cada ce´lula de una poblacio´n y puede ser uti-
lizado para obtener datos fisicoqu´ımicos de miles de ce´lulas por segundo (Shapiro y
Leif, 2003). Esto permite medir directamente, sin introducir sesgos ni estimaciones,
la composicio´n de comunidades complejas. Alguno de los para´metros que se pue-
den medir simulta´neamente es la concentracio´n de componentes microbiano como el
DNA, RNA o las prote´ınas (Lomas et al., 2011; Molin y Givskov, 1999).
En este cap´ıtulo usamos la citometr´ıa de flujo para describir el crecimiento bac-
teriano t´ıpico y observar como var´ıa la cantidad de DNA y de RNA en el interior de
cada una de las ce´lulas del cultivo. Durante el crecimiento de cultivos puros de varias
bacterias se ha seguido su OD10 y se ha medido mediante citometr´ıa la cantidad de
prote´ınas DNA y RNA en intervalos regulares de 2h hasta alcanzar la fase estacio-
naria. Esta aproximacio´n nos ha permitido tener una visio´n clara de la dina´mica de
subpoblaciones que ocurre a lo largo del crecimiento bacteriano.
10 Densidad Optica, “Optical density”.
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4.2.2. Objetivos.
1. Desarrollar protocolos de ensayos de para´metros fisiolo´gicos en ce´lulas indivi-
duales.
2. Observar la existencia de subpoblaciones a lo largo del crecimiento de una
bacteria desde un clon aislado.
3. Comprobar la eficiencia de la pyronina Y como marcador de actividad.
4. Observar dina´micas de subpoblaciones en distintas especies bacterianas basa-
das en contenido de biomasa y actividad.
4.2.3. Resultados.
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Figura 4.4: Variacio´n de diferentes para´metros durante el crecimiento de Escherichia coli en LB
a 37C. El eje X representa el tiempo en horas. El eje izquierdo Y mide la densidad o´ptica del
cultivo. El eje derecho Y recoge la fluorescencia media en unidades arbitrarias de RNA (Pyronina
Y) y de DNA (DAPI).
El ana´lisis de la turbidez durante el crecimiento bacteriano de E. coli (Figura 4.4
linea azul) muestra co´mo hay un aumento exponencial en el nu´mero de ce´lulas a partir
de la segunda hora. A las 24 horas parece haber alcanzado la fase estacionaria11.
La abundancia relativa de DNA de todo el cultivo, medida con el cito´metro como
fluorescencia media de todas las ce´lulas, muestra un pico alrededor de la hora 3 y
11 Aunque no podamos decirlo con certeza por la falta de medidas tomadas alrededor de las 24h.
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otro menor alrededor de la 6 (Figura 4.4 linea amarilla). Esta tendencia tambie´n la
podemos encontrar en la fluorescencia del RNA (Figura 4.4 linea naranja). Mientras
que el contenido de DNA medio por ce´lula vuelve al final a valores iniciales, el RNA
permanece en valores mayores que al principio.
Figura 4.5: Densitogramas DAPI - FS en la parte superior (DNA-Taman˜o) y Pyroni-
na Y - FS en la parte inferior (RNA-Taman˜o) de cada muestra durante el crecimiento
de Escherichia coli en LB a 37C.
En las Figuras 4.5 y 4.6 puede verse la evolucio´n de la cantidad de DNA-Taman˜o
y RNA-Taman˜o y RNA-DNA, respectivamente, de cada ce´lula durante el crecimiento
bacteriano. As´ı, mientras que la media da una idea de homogeneidad, la observacio´n
de los densitogramas revela que no todas las ce´lulas tienen el mismo comportamiento.
En el DNA (Figura 4.5) el patro´n observado al inicio se recupera al final, despue´s
de pasar por subpoblaciones con mayor cantidad de fluorescencia y con valores ma´s
distribuidos. El marcaje del RNA (Figura 4.5) empieza en un nivel bajo. En las
primeras horas aparece un pequen˜o subgrupo con muy alta fluorescencia. El resto
va aumentando poco a poco hasta la hora 7, donde aparece una poblacio´n muy
grande con fluorescencia media. Esta se mantiene como predominante12 hasta el
final. Para estudiar nume´ricamente estas subpoblaciones dividimos los densitogramas
(Figura 4.5). El DNA lo dividimos en cuatro regiones, dos que corresponden con las
subpoblaciones discretas principales observables al principio y al final de la curva, y
otras dos que recogen la parte inferior y superior de e´stas13. El RNA se dividira´ en
3 regiones, la de menor fluorescencia (L), que corresponde con las fases iniciales del
12 Aunque bajando ligeramente la fluorescencia.
13 En total 4 (1-4).
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crecimiento; la de mayor fluorescencia (H), de las fases intermedias, y la media de la
fases finales (M). Pueden observarse las regiones definidas en la Figura 4.6.
5h1h 2h 3h 4h0h
H
M
L
6h
1 2 3 4
H
M
L
24h
1 2 3 4
8h
1 2 3 4
9h
1 2 3 4
10h
1 2 3 4
7h
1 2 3 4
Figura 4.6: Densitogramas Pyronina Y - DAPI (RNA-DNA) de cada muestra du-
rante el crecimiento de Escherichia coli en LB a 37C. El nu´mero de eventos de
cada hora que se muestra es proporcional a la OD de cada hora. Cada densitograma
esta´ dividido en sectores que intentan recoger las subpoblaciones discretas principa-
les.
La fluorescencia media de RNA de cada regio´n permanece en la mayor´ıa cons-
tante excepto en las H14 (Figura 4.7 izquierda). En las fases iniciales la mayor´ıa de
las ce´lulas esta´n en la regio´n 3L, pasando ra´pidamente a dominar la 4L por un corto
periodo de tiempo. Al final, y de forma gradual, van dominando las que aparecen en
la regio´n 3M. Las regiones 1M y 1H pasan de ser pra´cticamente nulas, a aumentar
un poco entre las horas 5 y 7, para terminar volviendo a los valores iniciales. En
la regio´n 2, al comienzo del crecimiento, la mayor´ıa de eventos tienen poca fluores-
cencia en pyronina Y (principalmente L). Con el tiempo el porcentaje respecto las
otras regiones va disminuyendo poco a poco para aumentar a partir de la hora 7,
terminando con valores iniciales pero con valor de fluorescencia de pyronina Y medio
(regio´n M) (Figura 4.7 derecha).
14 El l´ımite superior es ma´s alto e intenta recoger todo. Adema´s, el menor nu´mero de eventos en
estas regiones hace que el cambio en una ce´lula tenga un peso mayor.
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Figura 4.7: Distribucio´n de las ce´lulas por regiones. Cada barra representa las dife-
rentes horas durante el crecimiento bacteriano. Cada regio´n representa cada una de
las regiones de la figura anterior. Media de la fluorescencia de Pyronina Y (RNA) de
cada regio´n.
4.2.4. Discusio´n.
Las medias de fluorescencia de DNA y RNA aumentan ra´pidamente al inicio de
la fase exponencial para, a las pocas horas, bajar. Podr´ıamos pensar, observando
estas medias, que las ce´lulas dejan de crecer, pero la turbidez de todo el cultivo sigue
aumentando. Aparece un nuevo pico ma´s acusado en el RNA, del que podr´ıamos
esperar un aumento de la actividad y el crecimiento del cultivo, aunque no parece
que e´stos se disparen. Esto, en cambio, podr´ıa ser debido a un cambio en la expresio´n
de las bacterias.
Durante el crecimiento bacteriano se ha comprobado que el nu´mero de cromo-
somas por ce´lula en fase log es de alrededor 2,1 (Bremer et al., 1996). Por lo tanto
asignamos este nu´mero de cromosomas a la media de fluorescencia de DNA en fase
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log. En fase estacionaria15 el nu´mero de cromosomas en cada bacteria sera´ un nu´mero
entero, por lo que podr´ıan reconocerse grupos discretos de intensidad de fluorescen-
cia mediante citometr´ıa (Akerlund et al., 1995). Esto es lo que podemos observar en
la Figura 4.5.
Al inicio del crecimiento pueden verse, en cuanto a DNA, dos grupos discretos
principales, que pueden ser bacterias con una o dos copias del genoma bacteriano.
Se observan algunas poblaciones ma´s pequen˜as de bacterias con tres y con cuatro
cromosomas (Figura 4.5). Desde la primera a la tercera hora, la cantidad de DNA en
cada bacteria aumenta, y despue´s parece disminuir, probablemente, por una mayor
nu´mero de bacterias que se han dividido.
Si observamos el RNA (Figura 4.5), de unos niveles muy bajos en el inicio´, hay
una pequen˜a subpoblacio´n que eleva mucho su cantidad de RNA. Esta subpoblacio´n
esta´ formada por bacterias con dos o ma´s cromosomas. En la hora 2 son un 5 %
del total de la poblacio´n, hasta llegar a ser un 20 % en la hora 7. Son e´stas las
que tendra´n una mayor produccio´n de prote´ınas. Este suceso podr´ıa explicarse si la
maquinaria para la replicacio´n del DNA esta´ presente incluso en las ce´lulas inactivas
y que aumentara la expresio´n del RNA16 al inicio de la replicacio´n del DNA. Una vez
la ce´lula posee cantidades de RNA suficientes, empezar´ıa a fabricar prote´ınas para
introducir ma´s nutrientes del exterior e ir´ıa aumentando la cantidad de elementos
necesarios para la divisio´n celular. Estos tipo de estudios pueden realizarse en cultivos
sincronizados y midiendo cantidades globales de estos metabolitos, pero utilizando
citometr´ıa de flujo evitamos manipular el cultivo para que este´ sincronizado.
La aparicio´n ma´s intensa en las primeras seis horas de ce´lulas con bajo nivel
de RNA podr´ıa deberse a que las primeras ce´lulas, al dividirse, repartieran el RNA
entre sus ce´lulas de manera desigual, o bien que en este tipo de cultivos los primeros
recursos se hubiesen agotado y entraran en fase inactiva de nuevo. En la hora 7 la
gran mayor´ıa de ce´lulas aumenta a un nivel medio su cantidad de RNA y podr´ıa
ser debido a un cambio en el metabolismo por la utilizacio´n de otros recursos17 Este
estado podr´ıa obtenerse a partir de recursos con los que la bacteria es menos eficiente,
pero permite mantener un mayor nu´mero de ce´lulas con 2 cromosomas y un nivel de
15 Donde no hay crecimiento bacteriano.
16 Sobretodo del rRNA, que esta´ pro´ximo a los inicios de replicacio´n.
17 O alguna sen˜al de “quorum sensing”.
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RNA medio.
La poblacio´n con fluorescencia de DNA menor que lo que corresponde a un cro-
mosoma puede ser debido a que se ha ten˜ido peor o que en realidad tiene menos DNA.
E´ste u´ltimo caso puede ser debido a que la perdida del pla´smido con resistencia al
antibio´tico ocasiona que el DNA de la ce´lula sea degradado antes de morir. Cuando
empiezan a aparecer ce´lulas activas, con alto o medio nivel de RNA es cuando dis-
minuye un poco la cantidad de ce´lulas con el DNA degradado, es decir, cuando una
ce´lula sin pla´smido se activa es cuando le hace efecto el antibio´tico y muere (Levin
y Rozen, 2006).
Este tipo de estudios pueden aportar mucha informacio´n tanto para estudiar
en poblaciones clonales, la aparicio´n de subpoblaciones bacterianas con estados fi-
siolo´gicos diferentes, como para comprender mejor estos patrones en comunidades
naturales, o en bacterias no cultivables. Sin embargo, ser´ıa necesario realizar re´plicas
que confirmaran los resultados.
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4.3. Microbiota intestinal activa.
4.3.1. Introduccio´n.
En los u´ltimos an˜os se ha ido poniendo de manifiesto que en las poblaciones na-
turales no toda la microbiota esta´ metabo´licamente activa (Lennon y Jones, 2011).
Este concepto se puede extender tambie´n a la microbiota gastrointestinal humana.
Una parte de los microorganismos encontrados en el intestino humano entra con
la comida, resiste el paso por el tracto digestivo y, sin necesidad de realizar nin-
guna funcio´n espec´ıfica, puede esperar a salir al exterior para seguir con su ciclo
vital. Es ma´s, algunas hipo´tesis sobre la composicio´n de las comunidades microbia-
nas complejas indican que las especies menos abundantes para poder mantenerse en
la comunidad, tienen que estar constantemente en estado activo, mientras que las
ma´s representadas solamente lo esta´n en un rango estrecho de condiciones, crecen
ra´pido y entran en fase de resistencia o latencia con variaciones medioambientales
mı´nimas. Simplemente saber cua´les de todas las bacterias presentes en un medio
esta´n activas podr´ıa ayudarnos a entender mejor el funcionamiento de comunidades
bacterianas complejas como la que alberga el tracto gastrointestinal humano (Jones
y Lennon, 2010).
El estudio de comunidades microbianas naturales ha sido abordado cla´sicamen-
te mediante me´todos dependientes de cultivo. Como ya hemos visto anteriormente,
las te´cnicas moleculares independientes de cultivo, que en los u´ltimos an˜os esta´n
siendo aplicadas, permiten identificar la composicio´n de especies de una comunidad
basa´ndose, generalmente, en la presencia de DNA. La secuenciacio´n de transcrip-
tomas permite acceder, no solo a que´ genes o especies hay presentes, sino tambie´n
a las actividades desarrolladas por la microbiota de una muestra. El estudio del
gen ribosomal 16S, usando como molde el cDNA obtenido desde la retrotrascripcio´n
del rRNA permite, por ejemplo, definir las bacterias supuestamente activas en el
momento de su extraccio´n.
La mayor´ıa de los estudios que abordan el problema de la diversidad microbiana
del tracto gastrointestinal describe las distribuciones bacterianas en heces utilizan-
do el ana´lisis directo del DNA, como las librer´ıas de 16S rDNA o la metageno´mica
(Hattori y Taylor, 2009; Hsiao y Fraser-Liggett, 2009; Peterson et al., 2009). Estas
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aproximaciones no permiten diferenciar entre bacterias activas, inactivas o muertas
(Burtscher y Wuertz, 2003; Co´rdova-Kreylos et al., 2006). Analizando el RNA pre-
sente en muestras naturales se encuentran diferencias significativas con respecto a
las aproximaciones basadas en el DNA (Daffonchio et al., 2006; Gentile et al., 2006;
Josephson et al., 1993). Por ejemplo, Lennon y Jones (2011) han observado que
alrededor del 80 % de las bacterias de comunidades gastrointestinales esta´n activas.
La comparacio´n entre secuenciacio´n directa del DNA con la del RNA hay que
tomarla con precaucio´n. Los niveles de expresio´n de RNA pueden variar y el nu´mero
de copias de los transcritos de los genes ribosomales en cada especie tambie´n var´ıa.
Adema´s, al ser diferentes los me´todos de obtencio´n del metatranscriptoma y del
metagenoma se introduce au´n ma´s variabilidad entre las comparaciones a realizar,
produciendo unos importantes sesgos en los resultados y en su interpretacio´n. Lo
ideal ser´ıa secuenciar mediante una aproximacio´n directa por DNA pero conociendo
a priori el estado fisiolo´gico en que cada ce´lula se encuentra.
Como hemos demostrado anteriormente, la citometr´ıa de flujo, permite tener
una visio´n del estado fisiolo´gico de las bacterias. Si se aplican estos conocimientos al
estudio de comunidades complejas, es posible llevar a cabo ana´lisis diferenciales que
aporten informacio´n sobre las poblaciones activas, inactivas o muertas.
La citometr´ıa de flujo y el fraccionamiento de ce´lulas, basa´ndose en la integridad
de membrana, se ha aplicado para cuantificar bacterias viables, dan˜adas y muertas
en muestras fecales (Ben-Amor et al., 2005). Adema´s, se han usado otros me´todos
como la utilizacio´n de compuestos que var´ıan su fluorescencia para determinar que
bacterias esta´n activas o no en un medio (Sherr et al., 1999). La mayor´ıa de los
estudios que diferencian ce´lulas vivas de ce´lulas muertas se basan en protocolos que
miden la integridad de las membranas (Alonso et al., 2002). En muchos casos la
simple manipulacio´n de las muestras, desde la recoleccio´n hasta el procesamiento,
puede causar alteraciones debidas a congelacio´n/descongelacio´n, fijacio´n, etc.
La cantidad de RNA intracelular ha sido usada como indicador de actividad
(Kemp et al., 1993a). Trabajos previos han mostrado que la relacio´n entre contenido
de RNA y actividad estaban influenciados por la temperatura de observacio´n y por
la presencia de detritos que pod´ıa alterar la medida (DellA´nno et al., 1998; Jeffrey
et al., 1996; Kemp et al., 1993b). La temperatura afecta principalmente a la eficien-
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cia del ribosoma, es decir, a mayor temperatura mayor eficiencia del ribosoma. La
microbiota intestinal no se ve afectada por variaciones en la temperatura debido a
que crece en un medio a 37C de forma constante. Adema´s, los protocolos de reco-
gida de muestras contemplan siempre algu´n me´todo de fijacio´n o preservacio´n del
RNA (glutaraldhe´ıdo, paraformaldeh´ıdo, RNALater, etc.). La citometr´ıa de flujo, al
realizar las medidas ce´lula a ce´lula y en alto nu´mero de eventos, no se ve afectada
por los detritos y se puede fijar la cantidad de los componentes celulares al momento
de la recogida. Como se ha explicado anteriormente, el uso de la pyronina Y es un
me´todo de tincio´n del RNA va´lido y puede ser empleado fa´cilmente en citometr´ıa.
4.3.2. Objetivos.
Este cap´ıtulo pretende estudiar la fraccio´n activa de la microbiota intestinal hu-
mana. Concretamente:
1. Establecer un protocolo de separacio´n por citometr´ıa de flujo de la fraccio´n
activa de muestras de heces humanas.
2. Estudiar la composicio´n bacteriana de cada fraccio´n obtenida mediante piro-
secuenciacio´n.
3. Definir si la fraccio´n activa es distinta de la fraccio´n total a la que se accede
con los me´todos cla´sicos de ana´lisis taxono´mico de comunidades bacterianas.
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Esquema de trabajo.
Figura 4.8: Esquema del trabajo.
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4.3.3. Resultados.
Tabla 4.1: Nu´mero de ce´lulas obtenidas por fraccio´n mediante citometr´ıa de flujo.
Muestra Fraccio´n Nu´mero de ce´lulas
1 PA 366.637
LC 55.440
HC 363.219
2 PA 38.555.405
LC 2.732.462
HC 30.272.597
3 PA 29.773.688
LC 3.404.025
HC 13.391.699
4 PA 6.834.332
LC 2.685.887
HC 2.952.656
Mediante citometr´ıa de flujo se pudieron separar las fracciones activas y las frac-
ciones marcadas con sonda fluorescentes relativas a los grupos mayoritarios de Fir-
micutes y Bacteroidetes. En la Tabla 4.1 se reportan el nu´mero de ce´lulas obtenidas
por cada fraccio´n.
Secuencias obtenidas.
De las cuatro muestras, se obtuvieron alrededor de 2.000 secuencias por fraccio´n
(Figura 4.9, panel A), excepto en las fracciones totales de la muestra 4. En el panel B
se puede observar la cantidad de secuencias que poseen un mismo valor de similaridad
con la secuencia ma´s cercana en la base de datos. Esto proporciona un patro´n que
parece caracter´ıstico para cada muestra.
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Figura 4.9: Visio´n general de los resultados de secuenciacio´n. Fracciones activas : PA, pyronin
Y activated ; LC, low Cy5 ; HC, high Cy5. Fracciones totales: FS, Faecal Suspension; R, Ring. El
panel A muestra el nu´mero de lecturas obtenidas de cada muestra/fraccio´n. El panel B muestra los
“violin plots”, donde el ancho de la barra representa la abundancia de lecturas con una similaridad
determinada respecto a la secuencia ma´s parecida en la base de datos. El panel C muestra el
porcentaje de distribucio´n ordenado de las familias de cada muestra/fraccio´n, siendo el “1 %” el
punto de inflexio´n medio utilizado para definir las categorias URB y ORB.
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Figura 4.10: Curvas de rarefaccio´n a nivel de familia.
En el ana´lisis de rarefaccio´n
Figura 4.10, llevado a cabo a ni-
vel de familia, se puede obser-
var que las curvas au´n no han
llegado al plateau. Cabe desta-
car que, a nivel de familia, en
pra´cticamente todas las mues-
tras, observamos co´mo las frac-
ciones totales (FS y R) tienden
a alcanzar el plateau antes que
las fracciones activas (HC, LC, PA).
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Visio´n general de las especies obtenidas
Todas las muestras revelan distribuciones de dominancia comparables (Tabla
C.1).
Tabla 4.2: Ana´lisis de la varianza
SourceVar Df SumsOfSqs MeanSqs F.Model R2 Pr(¡F)
ACTIVAS vs TOTALES 1,00 0,31 0,31 6,66 0,17 9104 ***
MUESTRAS 3,00 0,82 0,27 5,83 0,45 9104 ***
FRACCIONES 3,00 0,11 0,04 0,77 0,06 0,69
Residuals 12,00 0,57 0,05 0,31
Total 19,00 1,81 1,00
Figura 4.11: Algoritmo de agrupamiento de las abundancias de familias normalizadas
de cada una de las fracciones de cada muestra, obtenido utilizando la distancia Bray-
Curtis y el me´todo “complete agglomeration”.
El ana´lisis estad´ıstico determino´ que las muestras son significativamente diferen-
tes, as´ı como las fracciones activas frente a las totales (Tabla 4.2). Dentro de cada
muestra las fracciones FS y R se agrupan (Figura 4.11).
La Figura 4.12 muestra las distribuciones de phyla entre las fracciones total y
activa. Mirando los taxones principales, los Bacteroidetes esta´n ma´s representados
en las fracciones totales, mientras que Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria
lo esta´n en las fracciones activas. Una visio´n ma´s detallada de la distribucio´n de las
familias se muestra en la Figura C.2.
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Figura 4.12: Distribucio´n de phyla entre fracciones totales (FS y R) y activas (HC,
LC, y PA).
De todas las secuencias, se han identificado 79 familias diferentes pertenecientes
a 13 phyla. La mayor´ıa de las secuencias pertenecen al phylum Firmicutes (86,43 %),
seguido por Bacteroidetes (9,34 %), Proteobacteria (1,51 %), Actinobacteria (1,26 %),
y otros. Sin embargo, 15.735 lecturas de 42.582 (35,99 %) pertenecen a familias no
clasificadas.
Considerando todas las muestras, 46 de las 79 familias se han encontrado en las
fracciones totales (fracciones FS y R) mientras que 73 se han identificado en las
fracciones activas (HC, LC y PA).
4.3.4. Discusio´n.
En panel B de la Figura 4.9 se puede observar co´mo los patrones obtenidos son
ma´s parecidos entre fracciones de la misma muestra que entre muestras diferentes.
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Esto puede utilizarse como una especie de “test”visual para determinar el origen de
una fraccio´n.
Los test estad´ısticos nos confirman los resultados anteriores. Resaltan la alta
variabilidad encontrada entre diferentes muestras como se ha visto en multitud de
art´ıculos (Ahmed et al., 2007; Eckburg et al., 2005; Green et al., 2006). Por otro
lado resaltan el mal fraccionamiento de las muestras por grupos filogene´ticos. Una
posible explicacio´n para ello es que la mejora en la limpieza de las ce´lulas llevo´ a
utilizar una concentracio´n muy superior de bacterias, mientras que el nu´mero de
sondas no se aumento´. Quedando, por tanto, la mayor´ıa de bacterias sin marcar.
Este posible problema se ha optimizado sucesivamente introduciendo mejoras en los
nuevos protocolos de FISH.
El ana´lisis de rarefaccio´n nos muestra que si siguie´semos muestreando encon-
trar´ıamos nuevas familias. Esto evidencia la riqueza y la diversidad de la microbiota
gastrointestinal (Eckburg et al., 2005; Gill et al., 2006; Qin et al., 2010; Stark y Lee,
1982).
El plateau ma´s bajo de las fracciones FS y R indica que con el mismo esfuer-
zo de secuenciacio´n somos capaces de detectar mayor diversidad de taxones en las
fracciones activas. E´stas deben estar presentes en las fracciones totales, pero en una
proporcio´n muy baja que requerir´ıa de un nu´mero mayor de secuencias para ser
detectadas.
El valor de dominancia similar entre fracciones es un indicio de que el proceso
de separacio´n por filogrupos no funciono´ correctamente. Sin embargo, si tenemos en
cuenta las fracciones obtenidas a partir de ce´lulas ten˜idas con pironina Y, poseen
una distribucio´n de secuencias ma´s similares entre ellas que con las muestras totales.
Hemos visto que, entre los taxones principales, Bacteroidetes esta´ en menor nu´me-
ro en las fracciones activas, lo que podr´ıa ser debido a que, al ser microorganismos
anaerobios estrictos, cualquier exposicio´n al ox´ıgeno hiciera que entraran en inactivi-
dad. Sin embargo, otros grupos tambie´n anaerobios, como algunas proteobacterias,
presentan el patro´n contrario, por lo que no parece una explicacio´n suficiente.
Parado´jicamente, en las fracciones totales, no se encuentran todas las familias,
como ya hab´ıamos visto en los primeros experimentos basados en librer´ıas de clones.
E´sto nos indica que la mayor parte de las familias son visibles cuando se separan
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mediante nuestro protocolo. Usando el me´todo del punto de inflexio´n (Pa´gina 74)
hemos dividido los taxones en filogrupos ORB y URB. En todos los casos, el punto
de inflexio´n se ha encontrado alrededor del 1 %. La Figura C.2 describe la distri-
bucio´n de URB y ORB a lo largo de las muestras y fracciones. Se puede observar
co´mo las URB en las fracciones totales esta´n representadas por 39 familias (de 46)
mientras que 65 (de 73) se pueden encontrar en las fracciones activas. En ambos
casos, la URB representa una fraccio´n considerable de la diversidad de la microbiota
gastrointestinal, a pesar de que cuenta con el 5,69 % (fracciones totales ) y el 7,39 %
(fracciones activas) de las lecturas. Estos datos son corroborados por el alto ı´ndice
de Shannon encontrado en todas las muestras y fracciones (Tabla C.1).
Analisis taxono´mico y posible papel de la microbiota.
Firmicutes. Dentro del phylum Firmicutes encontramos, en todas las muestras y
pra´cticamente en todas las fracciones, secuencias relacionadas con las clases Clostri-
dia, Bacilli, Erysipelotrichi y Negativicutes. En la muestra 1 Clostridia al 50,00 % y al
84,48 % en las fracciones totales y activas respectivamente (con diferencias altamente
significativas, Figura C.2).
Ruminococcaceae, Clostridiaceae y Lachnospiraceae han sido las familias ma´s
comu´nmente encontradas en todas las muestras (Figura C.2, panel ORB).
Dentro de Clostridiales - Clostridiaceae, las lecturas pertenecientes a la especie
Clostridium clariflavum se han identificado en las fracciones activas de todas las
muestras mientras que e´stas no han sido encontradas en todas las fracciones totales.
Este organismo ha sido descrito como moderadamente termo´filo, capaz de degradar
celulosa o celobiosa, encontrado originariamente de sedimento metanoge´nico (Shira-
tori et al., 2009). Otras especies frecuentemente observadas, identificada desde 1977,
ha sido C. irregulare, capaz de degradas sales biliares, y C. sporosphaeroides, produc-
tor de hidro´geno18, el cual es capaz de convertir lactato a propionato y no piruvato
a butirato, lo que es relativamente raro pero no u´nico (Mahony et al., 1977).
Otra especie de Clostridiaceae encontrada en todas las fracciones es Anoxina-
tronum sibiricum. E´sta fue descrita por primera vez como anaerobio sacarol´ıtico y
alcalino´filo aislado de comunidad celulol´ıtica natural de Nizhnee Beloe (regio´n Trans-
18 no produce H2S.
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baikal, Rusia)(Garnova et al., 2003).
Otras lecturas relacionadas con Clostridium han sido encontradas pero no en to-
das las muestras. Lachnospiraceae (ORB) ha sido encontrada significativamente ma´s
abundante en las muestras activas. De hecho, lecturas relacionadas con miembros
del ge´nero Coprococcus (especies C. catus, C. comes y C. eutactus) se han obtenido
principalmente de las fracciones activas de todas las muestras. Los Coprococcus son
gram positivos, cocos anaerobios y fermentadores activos de carbohidratos y produc-
tores de a´cidos but´ırico y ace´tico con a´cidos la´ctico, propio´nico o fo´rmico (Holdeman,
1974).
Otras especies de Lachnospiraceae encontradas son Hespellia porcina y H. sterco-
risuis. Ambas son capaces de crecer en glucosa, maltosa, manosa, sacarosa, fructosa
y xylosa como fuente de energ´ıa, aunque la primera es capaz tambie´n de metabolizar
arabinosa y inositol mientras que la segunda puede hacerlo con lactosa celobiosa,
trehalosa, amigdalina y sorbitol (Whitehead, 2004).
Otras Lachnospiraceae activas son Roseburia faecis, R. hominis, R. inulinovorans
y R. intestinalis, que son capaces de degradar almido´n produciendo principalmente
butirato y lactato y que han sido descritas como las ma´s activas metabolizando a´cido
linoleico (Devillard et al., 2007; Duncan, 2002a). Es destacable sen˜alar que el butirato
ha sido asociado positivamente con la proteccio´n a ca´ncer (Comalada et al., 2006;
Louis et al., 2004; Tan et al., 2008).
Ruminococcaceae es otra familia importante de Clostridiales. Las especies de esta
familia encontradas en las fracciones activas esta´n relacionadas con Faecalibacterium
prausnitzii o Hydrogenoanaerobacterium saccharovorans. La primera es productora
de a´cidos grasos de cadena corta con propiedades antiinflamatorias, relacionada con
la atenuacio´n de enfermos de la enfermedad de Crohn (Scheppach y Weiler, 2004;
Sokol et al., 2008), mientras que la segunda puede fermentar un gran nu´mero de
azu´cares incluyendo gluco´geno, rafinosa, sacarosa, glucosa, ribosa, manosa, lactosa,
arabinosa, maltosa, inulina y trehalosa (Song y Dong, 2009).
Ruminococcus bromii, R. flavefaciens y R. gauvreauii, otras especies dentro de
Ruminococcaceae, son tambie´n componentes comunes de la microbiota gastrointes-
tinal, algunas de los cuales tambie´n juegan un papel protector (Kang et al., 2010).
Tambie´n Blautia sp. se encuentra en todas las muestras. Otras familias de Clostri-
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diales infra-representadas esta´n relacionadas con Clostridiales family XI encontrada
en mayor abundancia en estado enfermo (Price et al., 2009); Clostridiales family
XII cuyo ge´nero se ha caracterizado por poseer fenotipos heteroge´neos; Clostridiales
family XIII, Clostridiales family XVIII, Gracilibacteraceae, Peptostreptococcaceae,
etc.
Aunque hemos encontrado diversas familias pertenecientes a los o´rdenes de Ba-
cillales y Lactobacillales, de Bacilli, no encontramos ninguna familia en comu´n en
todas las fracciones. Finalmente, Selenomonadales, de Negativicutes, se encuentra
en las fracciones infra-representadas de todas las muestras.
Bacteroidetes. En las muestras 1, 2 y 3, los Bacteroidaceae son los ma´s frecuen-
temente encontrados en las fracciones totales. Ma´s espec´ıficamente, en la muestra
1 y la 3, esta familia se encuentra en 9 y 5 veces ma´s en las fracciones totales
que en las activas. Las u´nicas dos familias encontradas en todas las muestras son
Bacteroides dorei y B. uniformis. A pesar de la alta proporcio´n de este filogrupo
en el intestino humano, probablemente su actividad real es baja, o esta´ relacio-
nada con distritos del intestino ma´s lejanos al ano. Es interesante mencionar que
muchos estudios indican que los Bacteroidetes son ma´s abundante cuando se man-
tiene una dieta baja en calor´ıas (Ley et al., 2006). Adema´s, se sabe que miem-
bros del ge´nero Bacteroides producen a´cidos grasos de cadena corta que, como he-
mos visto con anterioridad, esta´ relacionado con la proteccio´n ante la inflamacio´n
(De Filippo et al., 2010; Scheppach y Weiler, 2004). Finalmente, otras familias que
se encuentran en casi todas las muestras/fracciones son Porphyromonadaceae, Pre-
votellaceae y Rikenellaceae en la fraccio´n infra-representada.
Proteobacterias. Las proteobacterias se han encontrado en baja proporcio´n en
la microbiota gastrointestinal humana (Wu et al., 2010). Pra´cticamente en todas
las fracciones hemos encontrado miembros de α-, β- δ- y γ-Proteobacteria en baja
proporcio´n (como URB). Pra´cticamente todas las de la familia α-Proteobacteria son
ma´s abundantes en las fracciones activas, con la excepcio´n de Rhodospirillaceae,
Methylocystaceae y Ricketsiaceae.
De las β-Proteobacteria, las Alcaligenaceae se han encontrado en casi todas las
muestras, pero so´lo es significativamente ma´s abundante en la fraccio´n activa de la
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muestra 1. Moraxellaceae de las γ-Proteobacteria es la u´nica familia encontrada en
todas las muestras, aunque con una composicio´n de especies diferente en las fraccio-
nes activas. Pseudomonadaceae y Enterobacteriacea se han encontrado en todas las
muestras menos en la 4. Finalmente, no se ha podido encontrar un patro´n comu´n en
el phylum Proteobacteria a un nivel taxono´mico ma´s bajo de familia, pero otra vez,
estas bacterias esta´n en mayor proporcio´n en la parte activa.
La muestra 2 es la ma´s rica en Actinobacteria, siendo un 5,12 %, 4,47 % y 3,78 %
de las lecturas en las fracciones HC, LC, y PA respectivamente; al igual que an-
tes, ninguna familia a excepcio´n de Coriobacteriaceae se ha encontrado en todas las
muestras. Miembros de Actinomycetaceae, Coriobacteriaceae, Corynebacteriaceae y
Propionibacteriaceae son significativamente ma´s abundantes en las fracciones activas
que en las totales. Otras secuencias pertenecientes a Dermabacteraceae, Geoderma-
tophilaceae, Gordoniaceae, Intrasporangiaceae, Micrococcaceae y Nocardiaceae se
encuentran principalmente en la fraccio´n activa. Actinobacteria siempre se encuen-
tra en baja proporcio´n en las descripciones de la microbiota intestinal pero esta´ de-
mostrado que siempre se encuentra de forma activa como ha sido evidenciado con
estudios realizados mediante FISH (Harmsen et al., 2002; Lay et al., 2005). En la
Figura C.2 se puede encontrar una visio´n ma´s detallada de la distribucio´n.
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4.4. Microbiota intestinal opsonizada con Inmu-
noglobulina A.
4.4.1. Introduccio´n.
La microbiota intestinal es adquirida en los primeros meses despue´s del parto
(Favier et al., 2002), durante los cuales se ve afectada por multitud de variables
como, por ejemplo, el tipo de parto (natural o cesa´rea), el tipo de alimentacio´n
(leche materna o artificial), factores medioambientales, microorganismos de origen
materno, etc. (Bezirtzoglou, 1997; Ma¨ndar y Mikelsaar, 1996; Mulder et al., 2009;
Penders et al., 2006; Vaishampayan et al., 2010) (Pa´gina 23). Despue´s de este periodo
de tiempo, la microbiota intestinal alcanza cierta estabilidad que se mantiene ma´s o
menos constante a lo largo de la vida (Dethlefsen et al., 2007).
Es en estos primeros meses donde se establecen las primeras y ma´s importantes
interacciones de la microbiota con el sistema inmune. Giraud et al. (2008) demuestra
co´mo la cepa MG1655 de E. coli, inoculada en un rato´n gnotobio´tico, experimenta
una fuerte seleccio´n para adaptarse al nuevo medio, alterando el opero´n EnvZ/OmpR
en el 90 % de las bacterias recuperadas de heces de rato´n. Por otro lado, el sistema
inmune se adapta a la colonizacio´n evitando la completa eliminacio´n de las bacterias
que van a ser comensales del hospedador (Hooper y Macpherson, 2010; Macpherson y
Geuking, 2005). Esto demuestra la coadaptacio´n del sistema inmune y la microbiota
durante las primeras fases del desarrollo.
Lotz y colaboradores describen que los ratones recie´n nacidos experimentan un
proceso de adquisicio´n de tolerancia a los lipopolisaca´ridos (LPS) expresados por
bacterias en el momento del parto (Lotz et al., 2006). Este proceso contribuye al
establecimiento de la homeostasis entre la microbiota y el hospedador de forma
muy temprana despue´s del nacimiento. La homeostasis en el tracto gastrointestinal
de mamı´feros se mantiene durante la vida del hospedador respondiendo activamen-
te a los microorganismos a trave´s de varios efectores mediados por los receptores
“Toll-like” (TLR1 a TLR9). Los TLRs pueden reconocer estructuras espec´ıficas de
microorganismos, como por ejemplo, los LPS (Medzhitov, 2001). Se ha demostrada
que cada tipo de TLRs puede identificar de manera selectiva la presencia de patrones
moleculares asociados a comensales (CAMPs), o asociados a pato´genos (PAMPs).
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El sistema inmune esta´ continuamente estimulado para mantener bajo control a
pato´genos potenciales de la microbiota que transitan por el tracto gastrointestinal
en situaciones normales (Hooper y Macpherson, 2010). Con la presencia de pato´ge-
nos el sistema inmune responde intentando eliminar espec´ıficamente a los intrusos.
Muchas pra´cticas cl´ınicas se basan en la administracio´n de antibio´ticos para ayudar
al organismo a eliminar los pato´genos. Este hecho es poco selectivo y puede producir
desequilibrios en la microbiota intestinal. Esta alteracio´n puede desembocar en el cre-
cimiento incontrolado de microorganismos no deseados, que en condiciones normales
esta´n regulados por la microbiota comensal y puede dar origen a enfermedades como
las colitis asociadas a C. difficile (Tabla 4.3) u otras enfermedades inflamatorias in-
testinales. Tanto durante un proceso infeccioso como en un estado fisiolo´gico normal,
el sistema inmune es estimulado continuamente produciendo las inmunoglobulinas
necesarias, contribuyendo as´ı a mantener el equilibrio de la microbiota.
Tabla 4.3: Clostridium difficile.
Clostridium difficile es un importante pato´geno nosocomial, causante de la mayor
parte de diarreas hospitalarias contagiosas. Esta infeccio´n puede afectar en diferentes
grados al paciente (Wood et al., 2008), desde ser un portador asintoma´tico, pasando
por una diarrea ligera, hasta una colitis pseudomembranosa (PMC). La forma ma´s
comu´n de infeccio´n es cuando un paciente de cirug´ıa de co´lon, ga´strica o pe´lvica
recibe tratamiento antibio´tico (Hurley y Nguyen, 2002). Aunque C. difficile, en ese
momento denominado Bacillus difficilis, se describio´ por primera vez en 1935 (Hall
y O’Toole, 1935), no ha sido identificado como agente etiolo´gico de la PMC y otras
diarreas asociadas a antibio´ticos hasta finales de los 70 (Bartlett et al., 1978; Larson
et al., 1978). Mientras el uso de antibio´ticos aumentaba, la PMC se hizo ma´s impor-
tante. Pero, en los u´ltimos 30 an˜os, la mayor´ıa de pacientes que se infectan con C.
difficile no llegan a desarrollar los s´ıntomas ma´s graves de la enfermedad, debido a
una mayor conciencia del problema y mejoras en los diagno´sticos. Aquellos que la
llegan a desarrollar es debido a la aparicio´n de una cepa hipervirulenta, con curso de
la enfermedad ma´s severo, mayor mortalidad y menor respuesta a terapia.
Au´n no esta´ claro el papel de las distintas inmunoglobulinas, su efecto sobre la
estructura poblacional de la microbiota, su especificidad hacia grupos bacterianos
concretos, ni el efecto de los antibio´ticos sobre la microbiota intestinal.
En este apartado utilizamos muestras durante una serie temporal de un paciente
sospechoso de estar infectado con C. difficile al que se le suministraron antibio´ticos
de amplio espectro. Marcando las bacterias opsonizadas con IgA humana, utilizando
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anticuerpos fluorescentes anti IgA humana, la citometr´ıa de flujo nos permite sepa-
rarlas del resto. Una vez obtenidas estas fracciones mediante secuenciacio´n del gen
16S rDNA identificaremos las bacterias de estas fracciones y de la poblacio´n total.
4.4.2. Objetivos.
1. Desarrollar un protocolo para obtener la fraccio´n de la microbiota intestinal
opsonizada con IgA humana.
2. Comprobar si la opsonizacio´n con IgA de bacterias intestinales es aleatoria o
selecciona objetivos concretos.
4.4.3. Resultados y Discusio´n.
En la Tabla 4.4 puede observarse la cantidad de eventos separados con el cito´me-
tro de flujo19.
Tabla 4.4: Nu´mero de ce´lulas por fraccio´n
Tiempo (Dı´as) Fraccio´n Nu´mero de ce´lulas Eventos marcados ( %)
0 FS - 100
3 FS - 100
10 FS - 100
13 FS - 100
0 IgAPos 150.209 68,16
3 IgAPos 17.630 47,00
10 IgAPos 212.048 24,05
13 IgAPos 166.245 40,77
Se obtuvieron 39.978 secuencias u´tiles con longitud mayor de 200 nucleo´tidos.
En la Figura 4.13 puede observarse la distribucio´n de taman˜os de secuencia de cada
fraccio´n y muestra. En las muestras sin fraccionar se han obtenido alrededor de 4.000
secuencias por muestra con un taman˜o medio de unos 500 nucleo´tidos.
En la Tabla 4.5 podemos observar los ı´ndices de diversidad de cada muestra/fraccio´n.
En las muestras de heces se han encontrado alrededor de 20 familias que se mantie-
19 No se han tenido en cuenta los eventos abortados ni los de las regiones intermedias entre los
dos gates para conseguir la ma´xima pureza posible de cada fraccio´n.
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Figura 4.13: Distribucio´n de los taman˜os de las secuencias obtenidas en cada mues-
tra/fraccio´n.
nen estables a lo largo del tratamiento antibio´tico. A pesar de ello, las distribuciones
de las bacterias opsonizadas con IgA es ma´s variable. La diversidad en FS disminuye
a lo largo del tratamiento, mientras que el de la fraccio´n marcada con IgA aumenta,
excepto en el punto final cuando ya no se suministra el antibio´tico.
Tabla 4.5: I´ndices de diversidad de las diferentes muestras/fracciones.
N Shannon Chao1 SE.Chao1 ACE SE.ACE
0-FS 23,00 2,07 23,00 1,32 23,52 1,90
3-FS 21,00 1,30 28,00 13,15 32,03 3,16
10-FS 24,00 0,37 24,60 1,77 26,10 2,46
13-FS 21,00 0,40 24,75 6,48 27,12 2,86
0-IgAPos 22,00 0,34 22,38 1,12 24,03 2,31
3-IgAPos 45,00 2,19 48,50 4,84 49,84 3,53
10-IgAPos 34,00 1,98 56,50 59,58 46,73 3,35
13-IgAPos 6,00 0,40 9,00 10,28 1,51
En las curvas de rarefaccio´n (Figura 4.14) puede observarse que a nivel de familias
todas las curvas alcanzan el plateau. Si consideramos la diversidad a nivel de OTUs97
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(agrupamiento al 97 % de similitud y 80 % de solapamiento) e´ste no se alcanza.
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Figura 4.14: Curvas de rarefaccio´n de cada muestras/fraccio´n a nivel de familia (iz-
quierda) y de OTUs97 (derecha).
En las siguientes figuras (Figura 4.15, Figura D.1, Figura D.2, Figura D.3 y Figura
D.4) se muestran todos los phyla juntos y algunos de ellos por separado. Se pueden
apreciar las variaciones de cada familia a lo largo del tratamiento.
La diversidad obtenida en las fracciones totales disminuye a lo largo del trata-
miento antibio´tico, sin disminuir el nu´mero de grupos, es decir, aumenta la dominan-
cia (Tabla 4.5). Esto puede ser debido a que hay algunas bacterias que resisten mejor
la presencia de los antibio´ticos. En cambio, las bacterias marcadas con IgA, pasan
de una alta dominancia20 a una gran diversidad en las muestras de los d´ıas 3 y 10,
pudiendo indicar que durante el tratamiento se activa el sistema inmune “atacando”
a ma´s grupos bacterianos.
En la Figura 4.16 podemos observar el porcentaje de cada familia en la muestra
total y cua´nto esta´ opsonizada con IgA, siendo las familias Enterococcaceae, Lactoba-
cillaceae, Streptococcaceae, ud-Lactobacillales, ud-Firmicutes, Enterobacteriaceae y
ud-Gammaproteobacteria las que menos marcadas esta´n. Pra´cticamente todas e´stas,
t´ıpicas de la microbiota gastrointestinal humana, pertenecen al grupo de las bacte-
rias la´cticas. Lo que puede ser debido a que la co-evolucio´n de estas bacterias con
el sistema inmune humano ha hecho que este u´ltimo sea ma´s permisivo con ellas.
La u´nica bacteria que solo aparece en la muestra total21 y nunca en la fraccio´n IgA,
20 Solo se regulan unos pocos grupos.
21 Aunque en un nu´mero muy bajo.
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Figura 4.15: Distribucio´n por familias de cada muestra y fraccio´n. El eje de las Y
representa el porcentaje en escala logar´ıtmica de cada familia.
es la familia Carnobacteriaceae. Esta familia, de reciente descubrimiento, tambie´n
pertenece a las bacterias la´cticas y es conocida porque actuan como probio´ticos en
acuicultura y otros sectores alimentarios (Voget et al., 2011).
Los grupos de la Tabla 4.6, esta´n generalmente muy marcados y son familias
con especies pato´genas como Bacillaceae o Staphylococcaceae, o ambientales como
Microbacteriaceae o Nocardiaceae. Su aparicio´n en intestino humano no es rara pero,
al no presentar una relacio´n estrecha con e´l, activan con mayor intensidad el sistema
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inmune. Esto nos indica que la totalidad de las bacterias esta´n bajo el control del
sistema inmune en mayor o menor medida y solo en animales gnotobio´ticos, donde la
microbiota esta´ controlada, pequen˜as exposiciones a bacterias necesitan sobrepasar
un umbral para empezar a liberar IgA (Hapfelmeier et al., 2010).
Los resultados deben ser tomados con precaucio´n debido a que al proceder de
un enfermo bajo tratamiento antibio´tico, puede que su sistema inmune este´ ma´s
activo, produciendo un sesgo en las observaciones. Actualmente se esta´ describiendo
las distribuciones de las bacterias opsonizadas por IgA en muestras de heces de
voluntarios sanos (trabajo actualmente en curso).
Tabla 4.6: Familias muy marcadas con IgA.
Microbacteriaceae Rikenellaceae Eubacteriaceae
Nocardiaceae Flavobacteriaceae Lachnospiraceae
Propionibacteriaceae ud-Bacteroidetes ud-Clostridiales
Coriobacteriaceae Bacillaceae Veillonellaceae
Porphyromonadaceae Staphylococcaceae Caulobacteraceae
La relacio´n entre FS e
IgA, despue´s del tratamien-
to con antibio´ticos, var´ıa en
la totalidad de las fami-
lias. Aunque ma´s muestras
y controles sanos ser´ıan ne-
cesarios para llegar a una
conclusio´n robusta, estos datos nos muestran como la administracio´n de antibio´ticos
de amplio espectro irrumpe en el equilibrio de la microbiota, desregula´ndola.
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Figura 4.16: Representacio´n del porcentaje de cada familia encontrado en la muestra
total contra la fraccio´n opsonizada con IgA.

Cap´ıtulo 5
Conclusions
Splitting gut microbiota by phylogroup.
Gradient centrifugation does not introduce observable biases in the extraction
of bacterial cells from faeces.
Pyronin Y staining does not affect in the same way all bacteria. The more
stained the more active a bacteria is. It can be used as an activity marker.
Sorting by 16S rDNA probes allows direct metagenomic studies to target
groups. It can be used to detect rare bacteria with minimal sequencing effort.
Sometimes rare bacteria are the most difficult to detect or the ones accumula-
ting resistances factors. In this sense, the methodology proposed in this chapter
can be really helpful studying microbial resistance.
Cell cycle.
In order to study the microbial community behaviour, it is essential to study
deeply simple cultures and understand the emergence of physiological sub-
populations. Flow cytometry allows to do it and, what is more, this kind of
information can be compared with uncultivable bacteria to understand its fun-
ction in a natural community.
117
118 Cap´ıtulo 5. Conclusions
In a simple rich culture, activity levels can be detected during exponential
growth and/or stationary phase. In complex media bacterial behaviour could
be totally different in terms of interaction between sub-populations.
Studying bacterial community patterns by flow cytometry along temporal se-
ries allows to describe processes and to determine the points where important
changes happen. This method permits to direct the attention to that very
moment when a more accurate analysis is required.
Active gut microbiota.
The amount of RNA is correlated with activity. Focusing our attention speci-
fically on active fractions underrepresented bacteria become “statistically visi-
ble”.
At family level, the active fractions tend to group together independently from
sample.
Finally, the function of the gut microbiome must not be deduced only by DNA-
based experiments.
IgA-Opsonized gut microbiota.
Flow cytometry permits to study the relationships between our immune system
and our microbiota.
Immune system seems to be more permissive with beneficial bacteria and with
bacteria that it has been co-evolving.
Even the rare bacteria are regulated by immune system.
Antibiotic treatment changes the microbial composition influencing also the
response of the immune system.
Cap´ıtulo 6
Conclusiones
Separacio´n de la microbiota por filogrupos.
La obtencio´n de las ce´lulas de las heces mediante centrifugacio´n en gradiente no
altera de manera apreciable los resultados de la composicio´n de la microbiota,
aunque para estudios donde se requieran muchas ce´lulas y no se disponga de
mucho material podr´ıa ser conveniente utilizar simplemente una filtracio´n para
perder menos ce´lulas.
Parte de la microbiota de las heces se tin˜e con mayor intensidad con pironina
Y. Esta tincio´n puede ser utilizada como marcador de actividad metabo´lica.
La separacio´n mediante sondas espec´ıficas de 16S rDNA permite dirigir estudios
metageno´micos a grupos determinados, aunque la separacio´n no es perfecta.
Para poder hacer estudios ma´s precisos adjudicando las secuencias obtenidas
a un grupo en concreto se requiere de fluorocromos con ma´s sen˜al, sondas ma´s
espec´ıficas, o aparatos ma´s sensibles. Au´n as´ı, la citometr´ıa de flujo permite
enriquecer una fraccio´n en determinadas especies y facilitar su estudio, dismi-
nuyendo el esfuerzo de secuenciacio´n.
Dado que a veces los microorganismos raros son los ma´s dif´ıciles de encontrar,
o los que acumulan resistencias, esta metodolog´ıa puede ser de utilidad para
intentar estudiar enfermedades, de manera ma´s espec´ıfica.
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Ciclo celular.
Lejos de conocer el comportamiento de las comunidades microbianas se hace
esencial estudiar con mayor profundidad cultivos simples en condiciones natu-
rales y observar la aparicio´n de subpoblaciones. La citometr´ıa de flujo es una
herramienta perfecta para ello, incluso permitir´ıa comparaciones de patrones
de cultivos con bacterias que no pueden cultivarse.
En un simple cultivo rico pueden intuirse dos tipos de actividad, la que da el
crecimiento exponencial y la actividad en fase estacionaria. En un medio ma´s
complejo y con mayor nu´mero de interacciones, saber que´ y co´mo funciona una
bacteria puede ser ma´s importante que conocer la distribucio´n de especies.
Estudiar patrones mediante citometr´ıa de comunidades bacterianas a lo largo
de series u otros cambios podr´ıa ser u´til para monitorizar procesos y dirigir
otros estudios a las fracciones que var´ıan.
Microbiota intestinal activa.
El estudio basado en la separacio´n de ce´lulas segu´n su cantidad de RNA nos
permite diferenciar la fraccio´n activa de la total. Esto nos da una informacio´n
ma´s detallada de esta compleja comunidad, resaltando la presencia de bacterias
activas infra-representadas, ocultas por las sobre-representadas.
A nivel de familia, las fracciones activas tiende a agruparse juntas indepen-
dientemente de la muestra.
Globalmente, los resultados en su totalidad muestran claramente que la fun-
cionalidad del microbioma no debe ser deducido u´nicamente de experimentos
basados en el DNA usando directamente muestras fecales.
121
Microbiota intestinal opsoniza con Inmunoglobuli-
na A.
La citometr´ıa de flujo nos permite estudiar la relacio´n de nuestro sistema in-
mune con nuestra microbiota.
El sistema inmune parece ser ma´s permisivo con bacterias beneficiosas y con
aque´llas con las que ha co-evolucionado.
Las bacterias presentes en menor nu´mero tambie´n esta´n reguladas por el sis-
tema inmune. La continua exposicio´n de e´stas mantiene al sistema inmune
alerta.
La exposicio´n a antibio´ticos altera la composicio´n de la microbiota y desregula
al sistema inmune.
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Prokaryotes are unicellular organisms that are spread all over the world (La Duc
et al., 2007; Rao, 2000; Wendt-Potthoff y Koschorreck, 2002; Zaballos et al., 2006).
The number of prokariotic cells is estimated in 5  1030 and they contain the half of
the carbon of all living organisms (Whitman et al., 1998). The number of bacterial
species was estimated between 105 and 107 (Finlay y Maberly, 1997; Oren, 2004).
They can live in monospecific colonies or in complex communities and they can be
found interacting with animals or plants (Dethlefsen et al., 2007).
The microbial community inhabiting the human body, counts with 1013 cells with
a gene number calculated to be 10 fold the number of human genes (Lander et al.,
2001; Savage, 1977; Yang et al., 2009). Human microbiota has several effects on
the host health justifying intensive study campaigns aiming to contrast or prevent
diseases by the use of prebiotics and/or probiotics (Reid et al., 2011).
The species composition of human microbiota is very variable between individuals
and between body regions of the same individual. The microbiota was observed also
to be relatively stable inside the host along with extended time span (Costello et al.,
2009).
Human gastrointestinal tract has an essential role providing nutrients to the
whole organisms. Ingested meal is mechanically, chemically and bacterially processed.
Nutrients are absorbed and non-digested material is briefly stored until it is expelled
as faeces with bacterial remains.
Human gut microbiota (HGM) hosts between 400 and 1000 bacterial species
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(Hooper y Macpherson, 2010), where Bacteroidetes and Firmicutes phyla are the
most abundant (Kurokawa et al., 2007).
The relationship between gut microbiota and human host is not only commensal.
It is beneficial for the bacteria because of the gut extension (400m2), it has a stable
temperature (37C) and it is rich in nutrients (Van Wey et al., 2011). On the other
hand, HGM acts as a pathogen barrier (Salminen y Isolauri, 2006), it helps to the
immune system development (Mazmanian et al., 2005; Stappenbeck et al., 2002),
affects to the gut structure (Falk et al., 1998) and plays an important role in the
nutrient metabolisms (Ba¨ckhed et al., 2005; Samuel et al., 2008).
Next generation sequencing (NGS) technologies, with their high-throughput se-
quence production, allowed to bring to light an enormous diversity and that intestinal
microbiota hosts important fraction of non-cultivable bacteria. In spite of the po-
tential of NGS, only sequence comparative- and assignation-based experiments does
not reveal the whole picture. There are several issues which are still not resolved by
the use of brute-force sequencing.
Finding DNA originating from a bacteria does not mean that this one is in an
active state (Lewis, 2007).
The presence of a gene does not mean that it is expressed (Go¨ransson et al.,
1990; Wanner, 1993).
Finding a similar sequence does not mean that it is going to do the same
function (Kinch y Grishin, 2002).
Using 16S rDNA gene as phylogeny marker, in non cultivable species, means
that the identified sequence is close to some other previously described but
there are not real evidence about the function of this organism in-vivo (Janda
y Abbott, 2007a).
The same species identified can bring or acquire plasmid, mobile elements,
providing pathogenicity, resistance or functions which can change the microbial
behaviour in the community (Janda y Abbott, 2007b; Kretschmer et al., 1975;
Roberts y Mullany, 2009; Webb et al., 2004; Woodford, 2001).
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Metagenomics give us a bird-eye overview of the diversity in a place but can
not give us the information of what is really happening (Hojo et al., 2009).
Flow cytometry permits to measure physical and/or chemical features of each
single cells. Detection of events and measure happen while cells or particles pass
by a fluid stream trough a complex system of light detectors. The flow cytometer
could be coupled with a cell sorter, or flow sorter, which uses electrical and/or me-
chanical means to divert and collect cells (or other small particles) depending on
their characteristics when user-selected conditions are accomplished (Shapiro y Leif,
2003).
Flow cytometry coupled with 16S rDNA sequencing can provide us a directed
vision of subfractions of a given complex microbial community.
The objectives of the Thesis are:
1. To characterize population structures of over represented and under repre-
sented bacteria of human gut microbiota using 16S rRNA fluorescent probes
coupled with flow cytometry to split the populations and 16S rDNA clone
libraries to study its composition.
2. To study the variation of cellular components (DNA and RNA) and popula-
tion structure along Escherichia coli growth curves using a single cell based
approach.
3. To identify and characterize the active fraction of human gut microbiota.
4. To study the relationships of human gut microbiota with immune system using
flow cytometry to identify IgA-coated bacteria.
A.1. Splitting gut microbiota by phylogroup.
Despite the high diversity of the HGM a characteristic species distribution is
observed. Few groups such as Firmicutes and Bacteroidetes cover around the 70 %
of the microbiota while a long tail of rare phylogroup is always reported.
A flow cytometry-based protocol has been developed and optimized to split bac-
terial subpopulations from HGM. All the bacteria has been marked with Pyronin
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Y (RNA directed dye). Firmicutes and Bacteroidetes phyla has been labelled with
16s rDNA fluorescent probes. Flow cytometry is able to identify this labelled bacte-
ria and sort them giving us two physically separated fractions, the over-represented
bacteria group made by Firmicutes and Bacteroides (named HC fraction, High Cy5
fluorescent emission) and the non-Firmicutes-Bacteroides group or under-represented
bacteria (named LC fraction, Low Cy5 fluorescent emission). Finally, we collected 5
fractions: 1) the raw Faecal Sample (FS), 2) the Ring fraction (R, obtained by den-
sity step centrifugation) made exclusively by detached bacteria or cleaned sample,
3) the Pyronin Activated fraction (PA) made by bacteria labelled with pyronin Y
and sorted by flow cytometry, 4) the over-represented bacteria (HC) and 5) under-
represented bacteria (LC).
DNA was extracted from each fraction, 16S rDNA amplicons obtained by PCR,
cloned in E. coli and the obtained libraries were sequenced by Sanger method.
Figura A.1: Phyla distribution from FS, R and
PA fractions.
16S rDNA clone library performed
with cells separated by FACS differed
greatly from the libraries obtained di-
rectly from the faecal sample. An increa-
se in the number of clones related to Pro-
teobacteria (from almost 0 % to 22 %)
was observed, thus concomitantly redu-
cing the abundance of Firmicutes and
Bacteroidetes (Figure A.1).
The LC fraction gathered up to 73 %
of Proteobacteria-related clones, whi-
le Firmicutes and Bacteroidetes related
phylogroups were scarcely retrieved (up
to 23 %). Other minor phylogroups were also recruited in this fraction, with clones
belonging to OD1, Actinobacteria and Crenarchaeota phyla. Proteobacteria diversity
in this fraction was also high, with identification of at least one representative clone
belonging to 2, 4 and 5 different families of Alpha-, Beta- and Gammaproteobacte-
ria, respectively (Figure A.2). Contrary to what was observed in the LC fraction, the
HC fraction grouped mainly cells emitting Cy5 fluorescence and, as expected, prin-
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Figura A.2: Family level composition from each fraction. in the panel a is shown
over-represented phyla in pane a and the under-represented in the panel b.
cipally comprised clones belonging to Firmicutes (70 %) and Bacteroidetes (11 %).
In addition, a fraction of Proteobacteria (around 14 %) was recruited.
In the PA and LC fractions we found at least 14 families of Proteobacteria, while
just two Proteobacteria-related clones were recruited from FS clone libraries. It is
worth noticing the relative decrease of Bacteroidetes (13,6 %) and Firmicutes (5,1 %)
related clones, as well as the increase of Proteobacteria (20,1 %) when it is compa-
red FS and PA fractions. Within Bacteroidetes, Prevotellaceae and Rickenellaceae
are the two families that underwent the greatest reduction (Figure A.2, panel a).
Regarding Firmicutes, at least four families, which were previously present at low
concentrations, completely disappeared, while within the Clostridiales a drastic de-
crease was only observed for Ruminococcaceae. On the other hand, several families
became visible only when the RNA-based selection was applied (PA fraction); for
example, within Firmicutes, an increase was observed in the number of clones rela-
ted to Incertae Sedis XI, XII, XIII, XV, and Vellionellaceae. In addition, within the
Proteobacteria, a dominant population made up almost exclusively by Betaproteo-
bacteria Alcaligenaceae appeared only in the pyronin-Y-stained fraction.
The most striking results is that LC fraction was really rich in under-represented
bacteria. Clones belonging to the Proteobacteria phylum were related to 12 fami-
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lies, particularly Alteromonadaceae, Alcaligenaceae, Comamonadaceae, Oxalobac-
teraceae and Sphingomonadaceae. About the remaining families, only one clone
was found belonging to the following families: Beijerinckiaceae, Burkholderiaceae,
Chromatiaceae, Halomonadaceae, Incertae Sedis 7, Methylobacteriaceae and Xan-
thomonadaceae. It is worth noting also that all these families were totally absent
in FS and R samples. Other minor represented phyla belonged to Crenarchaeota,
Actinobacteria, and OD1.
Although standard approaches examining changes in bacterial-community com-
position can provide clues to understanding differences between healthy individuals
and patients affected by a particular disease, it is essential to develop approaches
able to detect the composition of the corresponding active fractions. In conclusion,
this study shows that active microbial populations may differ considerably from the
total population. Furthermore, it provides an opportunity to study separately frac-
tions from complex communities like the HGM and shedding light on the unexplored
diversity concealed there.
Despite at this stage, the sorting was still under optimization, a good enrichment
in non-Firmicutes-Bacteroidetes groups has been achieved. This approach allows also
to access a wide hidden diversity belonging to the rare biosphere with a minimal
sequencing effort.
A.2. Cell cycle.
Our bacterial physiology knowledge is mainly restricted to cultivable species.
Metagenomics of HGM revealed that about 80 % of obtained sequences belongs to
species that never has been cultivated Eckburg et al. (2005) and that 20 % of them
are in a dormant state (Lennon y Jones, 2011). Moreover, microbial behaviour is not
only determined by his gene pool, but it is under the effect of environment and other
microorganisms (Hammerstrom et al., 2011; Livorsi et al., 2011; Reis et al., 2011).
FCM can be used to measure DNA, RNA amounts inside a bacteria (Lomas et al.,
2011; Molin y Givskov, 1999). During a growth curve we measure these parameters
in order to have a more clear vision of subpopulation dynamics during the growth.
The objective of this section.
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1. To develop protocols for single cell-based physiological assays.
2. To detect subpopulations during the growth of a bacterial clone population.
3. To test the pyronin Y efficiency as activity marker.
4. To observe the subpopulations dynamics in different bacterial species based on
biomass content and activity.
Before setting up the conditions of the experiment, we have measured the OD
during a growth curve and we have token a sample every hour. The overall expe-
rimental protocol was based on staining of fixed cells DNA with DAPI and RNA
with pyronin Y. Then we have measured the single-cell fluorescence emissions by
flow cytometry.
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Figura A.3: Cytometry dot-plots pyronin Y - DAPI (RNA-DNA) from each sample
during Escherichia coli growth. Number of represented events is proporcional to OD.
We have divided the cytometry dot-plot in several region, the fluorescence of
RNA in three (H, high; M, medium; L, low) and the fluorescence of DNA in 4 (1,
2, 3, 4), assuming that region 2 include 2 cells which DNA fluorescence proceeds
by one molecule of the bacterial DNA, 3 by two molecules of the bacterial DNA,
and 1 and 4 given by less than one and more than two respectively (Figure A.3).
It has been represented the percentage of events in each region during the growth
(Figure A.4). At the beginning the majority of cells have 2 chromosomes and low
RNA concentration (around the 50 %). Just when the exponential phase begins a
small amount of bacteria appear with a huge amount of RNA and they seem to be
the first starting to grow. In the stationary phase the 40 % of the events shows two
chromosomes and a medium amount of RNA.
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Figura A.4: Distribution of events in each region. Every bar represents the percentage
of events in each region in previous figure. Pyronin Y fluorescent mean (RNA) of
every region.
An approximation to unravel the behaviour of microbial communities is to observe
patterns of growth culture by flow cytometry. In a simple rich culture it can be
observed three kinds of activity, an initial lag phase, the exponential growth and the
stationary phase. In a more complex media and with more interactions recognise the
former patterns can be more informative than the species distribution. This can be
useful to monitory processes and direct the study pointing to the real changes in a
community.
A.3. Active gut microbiota.
In the last years it has been observed that not all bacteria are in an active state
(Lennon y Jones, 2011). 16S rDNA surveys or metagenomics are not able to dis-
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criminate between active, dormant or dead bacteria. Some works directed to detect
active bacteria are based on RNA sequencing (metatranscriptomics) but he impos-
sibility to homogenize the applied protocols make difficult to compare data between
methodologies. We propose to label active bacteria by the means of RNA, sort this
populations by FCM and use the same protocol to extract DNA and sequence 16S
rDNA amplicons by 454 sequencing and avoiding cloning.
1. To set up a protocol to split the active bacterial fraction of human faeces by
FCM and cell sorting.
2. To study the bacterial composition from each fraction by pyrosequencing.
3. To determine if the obtained active fractions are different or equal to the whole
population.
Figura A.5: Phyla distribution X-axis represents the proportion of phyla from total
(FS and R fraction) and active (HC, LC and PA fractions) libraries respectively.
Figure A.5 shows the phyla distribution among active and total fractions. Loo-
king at most represented taxa, Bacteroidetes are those mostly recruited in the total
fraction, contrary to what is observed for Firmicutes, Actinobacteria and Proteobac-
teria.
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From all samples/fractions, 79 different families were identified belonging to 13
different phyla. As expected, the best part of the reads belonged to Firmicutes
(86,43 %), followed by Bacteroidetes (9,34 %), Proteobacteria (1,51 %), Actinobacteria
(1,26 %), and others. Moreover, 15.735 reads out of 42.582 (35,99 %) belonged to un-
classified families.
Figura A.6: The histograms describe the distribution of URB and ORB families among total and
active fractions. On the bottom, taxonomy ranks are reported. Bars describe percentage distribution
of under-represented (less than 1 %, left) and over-represented (more than 1 %, right) families. Blue
and red bars describe median distribution of active (HC plus LC and PA fractions) and total (FS
and R fraction) respectively. Gray bars indicate the maximum values for each family. Asterisks
indicate statistically significant difference (p-value = 0,05) between active and total fractions.
A.4. IgA-Opsonized gut microbiota. 167
Considering all samples, 46 out of 79 families were found in total fractions (FS
plus R) while up to 73 were identified from the three active fractions (HC plus LC plus
PA). These results indicate that most of the families are visible only when cell sorting
based on RNA content is employed. We were able to divide the taxa distributions
into ORB and URB phylogroups. The most recurrent inflection point was found
around 1 % of family representativeness. Thus, we used this as the cut-off value to
define ORB and URB families. Figure A.6 describes the distribution of URB and
ORB related families among samples and fractions. We observed that URB in total
fractions were represented by 39 families (out of 46) while 65 families (out of 73) were
found in the active fraction. In both cases, URB represented a considerable fraction
of gastrointestinal tract microbial diversity, although they represented only 5,69 %
(total fractions) and the 7,39 % (active fractions) of reads. This data is corroborated
by the high Shannon index found in all samples/fractions (Table C.1).
Sorting the active fractions allow us getting a more detailed description of this
complex community, being the rare bacteria more active than the abundant ones.
At family level the active fractions tend to group together independently of sample
(Figure 4.11).
Finally, results show that functionality does not only be deduced from faecal
samples.
A.4. IgA-Opsonized gut microbiota.
During the first months of life, the first and more important interactions between
gut microbiota and immune system are established. Selection makes EnvZ/OmpR
Escherichia coli operon to change, adapting the bacteria to the new environment
(Giraud et al., 2008). On the other hand, immune system is adapted to the bac-
teria that is going to be commensal with the host (Hooper y Macpherson, 2010;
Macpherson y Geuking, 2005).
Immune system is continuously stimulated to maintain under control the poten-
tial pathogens (Hooper y Macpherson, 2010).
Clinical practices are often based on antibiotic administration in order to con-
trast a pathogen attack. Antibiotics are non-specific and this fact can unbalance
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the microbiota. This alteration can induce uncontrolled growth of bacteria which in
physiological conditions are regulated or maintained by the commensal microbiota,
thus ending in diseases like Clostridium difficile associated colitis.
1. To develop a protocol to obtain IgA-opsonized bacteria.
2. To test if IgA-opsonization of bacteria is random or select some targets.
3. To study the distribution of IgA-coated bacteria during a antibiotic treatment.
In this chapter we use samples from temporal serie of patient under antibiotic
treatment. We have a sample previous to treatment, two under treatment and one
post treatment. For each sample we sorted the IgA-opsonized bacteria and the whole
population.
In the Figure A.8 we can see each family percentage in total sample and IgA-
coated bacteria fraction, being the families Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Strep-
tococcaceae, ud-Lactobacillales, ud-Firmicutes, Enterobacteriaceae and ud-Gamma-
proteobacteria the less opsonized. These families are typically present in human gut
microbiota and belong to the lactic acid bacteria group. This can be dued to the
co-evolution of these bacteria with human immune system. Carnobacteriaceae is the
only family that is never opsonized and is present in total sample. It is a lactic acid
bacteria and was described as a probiotic in aquaculture (Voget et al., 2011).
Groups in Table A.1, are opsonized and all of them belong to families containing
pathogen species like Bacillaceae or Staphylococcaceae, or environmental species like
Microbacteriaceae or Nocardiaceae. It is not uncommon to to find these bacteria in
human gut but maybe that they are over stimulating the immune system. More
or less all bacteria seem to be under the control of immune system and only in
gnotobiotic animals, where microbiota is under control, little bacteria expositions
need to reach a threshold to activate the immune system (Hapfelmeier et al., 2010).
Finally, FS and IgA-coated bacteria are already different before the antibiotic
treatment, changes in all families have been observed along with the antibiotic treat-
ment. Along with the antibiotic treatment changes in the distributions of IgA-coated
bacteria are observed although it seems to be more permissive with beneficial bac-
teria. In spite of the fact that data are still preliminary and part of a pilot study (at
time of writing) more samples are under study to reach stronger conclusions.
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Figura A.7: Family distribution in each sample/fraction. Y-axe represent the family
percentage in log scale.
Tabla A.1: Families with huge amount of IgA-coated bacteria.
Microbacteriaceae Rikenellaceae Eubacteriaceae
Nocardiaceae Flavobacteriaceae Lachnospiraceae
Propionibacteriaceae ud-Bacteroidetes ud-Clostridiales
Coriobacteriaceae Bacillaceae Veillonellaceae
Porphyromonadaceae Staphylococcaceae Caulobacteraceae
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Figura A.8: Percentage of each family in the total sample and IgA opsonized bacterial
fraction.
Ape´ndice B
Protocolo detallado
B.1. Preparacio´n de ce´lulas.
B.1.1. Recoleccio´n de muestras.
Estudio aprobado por el comite´ e´tico del centro.
Los donantes de muestra de heces son voluntarios con las caracter´ısticas reque-
ridas.
Los donantes deben firmar un consentimiento informado con el objetivo de
utilizar las muestras donadas en el estudio acordado.
El donante debe introducir 3 o 4 cucharadas de muestra en el contenedor de
heces.
• El contenedor de heces es un tubo con rosca de 30mL (25x90 mm; PP
SPOON; DELTALAB).
• Debe contener 8mL de un l´ıquido destinado a conservar la muestra. PBS,
RNALater o un fijador.
Lo ideal ser´ıa que se congelara de inmediato y no se perdiera la cadena de fr´ıo
hasta llegar al laboratorio.
La muestra se lleva al laboratorio en menos de 24 horas y se almacena a -20C
con un crioprotector o se fija inmediatamente.
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B.1.2. Obtencio´n y limpieza de las ce´lulas.
Alrededor de 1g de material fecal se homogeneiza mediante un vortex, obte-
niendo una suspensio´n fecal.
La suspensio´n fecal se centrifugada (800rcf) durante 2min con el fin de sedi-
mentar los agregados, fibras y otros restos so´lidos no digeridos.
El sobrenadante, el cual contiene las ce´lulas, se pipetea en otro tubo.
Se centrifuga a 7.500rcf durante 7min para recoger las ce´lulas microbianas de
la suspensio´n fecal.
El pellet se limpia dos veces en PBS.
• La limpieza consisten en centrifugar a 7.500rcf durante 2min, eliminar el
sobrenadante y resuspender.
Si la muestra lo requiere se puede an˜adir un paso de centrifugacio´n en gradiente
(Histodenz).
Se resuspende en 900µL de PBS. Las ce´lulas se fijan inmediatamente an˜adiendo
100µL de formaldehido al 37 % (Concentracio´n final de 3,7 %) y se incuban toda
la noche a 4C.
Las ce´lulas fijadas se limpian en PBS para eliminar los restos de formaldehido.
Se resuspende en 1mL de etanol 50 % en PBS.
Se almacena a -20C.
Antes del procesado final para llevar al cito´metro, se debe limpiar el alcohol
dos veces con PBS.
B.2. Separacio´n por citometr´ıa de flujo. 173
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B.2.1. Tinciones.
Previo al marcaje se calcula la OD600 y se lleva aproximadamente a 0,01 OD600
por mL. Esto representa aproximadamente 1 millo´n de ce´lulas por mL.
FISH
• Cada mililitro de ce´lulas (0,01 OD600) se centrifuga y se resuspende en
100µL.
• Se permeabiliza su pared con lisozima (Sigma-Aldrich #L7651 120 u/mg
protein, 9min at 37C) para facilitar la difusio´n de sondas dentro de las
bacterias gram positivas. Al finalizar la incubacio´n los tubos se enfr´ıan en
hielo y se lavan dos veces en PBS.
• Las ce´lulas microbianas de los pasos previos se resuspendieron en 50µL
de tampo´n de hibridacio´n (Concentracio´n final de: NaCl 0,9M, TrisHCl
0,02M, SDS 0,01 %). 1µL (0,5µgµL) de cada sonda se an˜adio´ a la mezcla.
La hibridacio´n se llevo´ a cabo durante tres horas a 56C. Para eliminar las
sondas unidas inespec´ıficamente, se an˜adio´ 1mL de tampo´n de hibridacio´n
y se aumento´ la temperatura a 58Cdurante 15min. Se lavo´ dos veces en
PBS y al final se resuspendio´ en 1mL de PBS.
Pironina Y
• Se an˜adio´ 1µL de Pironina Y (Sigma-Aldrich #P9172, 10mg/mL) a la
muestra para la tincio´n del RNA y se incubo 20min a 4C. Despue´s se
procedio´ con la citometr´ıa.
Syto62
• Se siguieron las recomendaciones del fabricante.
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• Se siguieron las instrucciones del fabricante, Invitrogen, Catalog Number
62-7411. Se realizo´ un control de isotipo para determinar la fluorescencia
debida a uniones inespec´ıficas, Invitrogen, Catalog Number M31001.
B.2.2. Fraccionamiento mediante citometr´ıa de flujo.
Los fraccionamientos se llevaron a cabo utilizando el cito´metro MoFloTM XDP
Cell Sorter.
El cito´metro debe poseer los la´ser apropiado para excitar los fluorocromos
utilizados. En este caso los la´ser eran el Argo´n 488nm (azul) (200mW) y 635nm
(rojo) diodo la´ser (25mW).
Los la´ser se alinean usando las bolas de Beckman Coulter Flow-CheckTM (10µm)
y Flow-SetTM (3µm).
Deben escogerse los filtros de emisio´n segu´n los fluorocromos utilizados. Por
ejemplo, Pironina Y emite a 570nm por lo que el filtro de emisio´n escogido
debe ser el 580/30.
El trigger ma´s adecuado para bacterias es una fluorescencia que no afecte a las
fluorescencias a medir. Por ejemplo Syto marcando DNA si su fluorescencia no
se va a utilizar en otras cosas. En caso de no ser posible puede utilizar se el
Side Scatter.
Deben utilizarse controles para determinar los niveles de fluorescencia negativa
y positiva.
Las fracciones se separan en tubos de pla´stico este´riles que contienen 1mL de
PBS para recoger las ce´lulas y poder ser usada en extraccio´n de DNA o otros
estudios downstream.
Los archivos *.lmd o *.fcs se deben grabar para su posterior ana´lisis estad´ıstico.
B.3. Extraccio´n del DNA (Ausubel et al., 1992). 175
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Centrifugar las ce´lulas 5min a 13.000rcf y eliminar el sobrenadante.
Resuspender en 500µL de PBS y homogeneizar.
An˜adir 70µL de Lisozima (50mg/mL) e incubar 30min a 37C.
An˜adir 30µL de una solucio´n de SDS (10 %).
An˜adir 8µL de RNasa (1 %) e incubar a 50C durante 1h.
An˜adir 100µL de NaCl 5M y 80µL de CTAB 10 % en NaCl 0,7M. Incubar a
65C durante 10min.
An˜adir 700µL de CHl-IsA, agitar y centrifugar a 13000rcf 2min.
Recuperar el sobrenadante (700µL) y llevarlo a un nuevo Eppendorph, an˜adir
700µL de P-CHl-IsA y agitar 15s.
Centrifugar 13.000rcf 2min.
Recuperar el sobrenadante (650µL) y llevarlo a un nuevo Eppendorph, an˜adir
700µL de CHl-IsA y agitar 15s.
Centrifugar 13.000rcf 2min.
Recuperar el sobrenadante y an˜adir 0,2 volumenes (140µL) de Acetato So´dico
10M.
An˜adir 600µL de Isopropanol y centrifugar a 13000rcf durante 20min.
Obtener el precipitado. Eliminar el sobrenadante y lavar con 500µL de Etanol
al 70 % y centrifugar a 13.000rcf durante 5min. Obtener nuevamente el preci-
pitado, eliminar el sobrenadante y secar en cabina con el Eppendorf abierto
durante 1hora.
An˜adir 50µL de agua MilliQ y congelar.
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B.4. PCRs y purificacio´n.
Tabla B.1: Cantidades utilizadas para las PCRs (en µL).
2,0 Cebador A
2,0 Cebador B
Hasta 50 H2O
5,0 Tampo´n PCR
4,0 dNTPs(2,5mM)
2,5 DNApol(1u/µL)
De 1 a 5 segu´n concentracio´n DNA
Tabla B.2: Condiciones PCR (temperatura en C).
Temperatura Tiempo Nu´mero de ciclos
94 2min
94 30s
54 30s 32x
68 20s
68 10min
8 8
En cada grupo de PCRs se introdujeron controles positivos y negativos para
verificar la calidad de la amplificacio´n.
Purificacio´n mediante las placas “NucleoFastR© 96 PCR filter plates” (Macherey
Nagel #74310050) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las PCRs se repitieron las veces necesarias para obtener la cantidad de DNA
suficiente.
La cantidad de DNA se midio´ utilizando el nanodrop.
Ape´ndice C
Microbiota intestina activa.
Tabla C.1: Principales ı´ndices de diversidad calculados a nivel de familia de cada
muestra/fraccio´n.
Muestra Fraccio´n N Shannon Chao1 SE.Chao1 ACE SE.ACE
1 HC 23 1,66 28,00 10,17 28,77 2,73
LC 27 1,62 40,75 17,42 47,50 3,93
PA 32 1,56 37,25 8,28 35,62 2,73
R 17 1,41 18,50 3,49 21,07 2,27
FS 25 1,78 43,00 49,09 47,77 3,43
2 HC 45 2,69 48,27 3,60 50,03 3,36
LC 54 2,66 61,00 13,15 57,41 3,69
PA 55 2,50 70,00 24,24 60,19 3,68
R 36 1,94 54,00 49,09 46,02 3,44
FS 38 2,09 45,50 8,37 51,52 3,86
3 HC 20 1,13 27,00 13,15 32,92 3,11
LC 18 1,07 20,00 5,29 21,10 2,17
PA 22 1,14 43,00 NaN 30,78 2,94
R 18 1,65 18,00 0,73 18,32 2,08
FS 19 1,89 19,33 1,87 20,71 2,14
4 HC 17 1,14 18,67 2,96 25,99 3,34
LC 24 1,75 25,50 3,49 26,78 2,60
PA 24 1,54 42,00 49,09 40,27 3,36
R 7 1,47 10,00 NaN 9,97 1,70
FS 7 1,46 7,50 3,74 8,44 1,32
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Gordoniaceae
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Microbacteriaceae
Micrococcaceae
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Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae
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uc_Actinobacteria (class) uc_Actinobacteria (class)
Bacteroidetes
Bacteroidia Bacteroidales
Bacteroidaceae
Porphyromonadaceae
Prevotellaceae
Rikenellaceae
uc_Bacteroidales
Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae
Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae
Cyanobacteria uc_Cyanobacteria Prochlorales Prochlorococcaceae
Deinococcus Thermus Deinococci Thermales-Thermaceae
Euryarchaeota uc_Euryarchaeota uc_Euryarchaeota uc_Euryarchaeota
Fibrobacteres Fibrobacteres (class) Fibrobacterales Fibrobacteraceae
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae
Planococcaceae
Staphylococcaceae
Thermoactinomycetaceae
uc_Bacillales
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uc_Clostridia uc_Clostridia
Erysipelotrichi Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae
Negativicutes Selenomonadales
Acidaminococcaceae
uc_Selenomonadales
Veillonellaceae
uc_Firmicutes uc_Firmicutes uc_Firmicutes
Fusobacteria Fusobacteria (class) Fusobacteriales Fusobacteriaceae
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Caulobacterales Caulobacteraceae
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Aeromonadales Aeromonadaceae
Enterobacteriales Enterobacteriaceae
Pasteurellales Pasteurellaceae
Pseudomonadales MoraxellaceaePseudomonadaceae
Xanthomonadales Xanthomonadaceae
Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae
Tenericutes Mollicutes Acholeplasmatales AcholeplasmataceaeAnaeroplasmatales Anaeroplasmataceae
uc_Bacteria uc_Bacteria uc_Bacteria uc_Bacteria
Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae
Figura C.1: La figura muestra el heatmap realizado a partir de los valores de abun-
dancia de las familias.
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Figura C.2: The histograms describe the distribution of URB and ORB families among total and
active fractions. On the bottom, taxonomy ranks are reported. Bars describe percentage distribution
of under-represented (less than 1 %, left) and over-represented (more than 1 %, right) families. Blue
and red bars describe median distribution of active (HC plus LC and PA fractions) and total (FS
and R fraction) respectively. Gray bars indicate the maximum values for each family. Asterisks
indicate statistically significant difference (p-value = 0,05) between active and total fractions.
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Figura D.1: Distribucio´n de Actinobacterias de cada muestra y fraccio´n. El eje de
las Y representa el porcentaje en escala logar´ıtmica de cada familia.
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182 Ape´ndice D. Microbiota intestinal opsonizada con IgA.
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Figura D.2: Distribucio´n de Bacteroidetes de cada muestra y fraccio´n. El eje de las
Y representa el porcentaje en escala logar´ıtmica de cada familia.
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Figura D.3: Distribucio´n de Firmicutes de cada muestra y fraccio´n. El eje de las Y
representa el porcentaje en escala logar´ıtmica de cada familia.
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Figura D.4: Distribucio´n de Proteobacterias de cada muestra y fraccio´n. El eje de
las Y representa el porcentaje en escala logar´ıtmica de cada familia.





